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Search for antiamyloidogenic compounds with therapeutic potential for Alzheimer’s disease 
 
Introduction 
Alzheimer’s disease (AD) is considered a multifactorial disease as a result of the existing relations 
between environmental and genetic factors. One of the key events of this disease is the altered processing 
of the β-amyloid precursor protein (APP), raising the hypothesis of “the amyloid cascade” which states 
that the oligomerization and/or aggregation of β-amyloid (βA) peptide is the triggering event of different 
pathways of neurodegeneration such as oxidative stress, neuroinflammation and apoptosis, that 
ultimately leads to neuronal death. Therefore, treatment with multitarget drugs might be an interesting 
strategy to be considered in the research and development of new therapeutic agents to cope with the 
AD more effectively. 
Based on those distinct pathways of neurodegeneration triggered by βA, different studies have 
determined that phenolic compounds could act as multiple ligands on different pharmacological targets. 
In this regard, it would be interesting to search for flavonoid compounds with potential neuroprotective 
capability, particularly possessing antiamyloidogenic activity, in order to bring new multitarget compounds 
potentially active and effective in preventing this devastating disease. 
Objectives 
Six compounds from different groups of flavonoids, flavonols (quercetin, rutin and troxerutin), flavones 
(diosmin and hidrosmin) and flavanones (naringin) will be evaluated at three levels for searching 
antiamyloidogenic properties with therapeutic potential for AD: in in vitro assays, in a APPswe 
neuroblastoma cell line and in the Tg2576 transgenic mouse overexpressing the human APPswe.  
Experimental models 
Six compounds from different groups of flavonoids, based on chemical structure, were tested: flavonols 
(quercetin, rutin and troxerutin), flavones (diosmin and hidrosmin) and flavanones (naringin).  
In a first step, several in vitro tests for the the study of different pharmacological targets based on 
“the amyloid cascade” were used in order to eventually select the most active compounds, rutin and 
quercetin.  
Second, a cellular model, the human neuroblastoma line transfected with the human APPswe gene 
was used. The effect of quercetin and rutin on markers of oxidative stress, APP processing and apoptosis 
of APPswe cells was evaluated at 25-100 nM for 24 hours. 
In a third step, an in vivo model of experimental Alzheimer, the Tg2576 transgenic mouse 
overexpressing the human APPswe, was used. Mice were treated with quercetin and rutin, respectively, 
which were incorporated to a regular diet at the concentration of 200 ppm (equivalent to 28-30 mg of 
flavonoid per kg of body weight per day). Animals were fed the diet containg flavonoid for 4 weeks and 
the study ended when animals were 45 weeks-old. Cerebral metabolic, antiamyloidogenic, antioxidant, 
anti-inflammatory and antiapoptotic activities were evaluated both in wild-type and untreated and 
flavonoid-treated transgenic mice.  
Results and discussion 
Among the flavonoid compounds assayed, the most interesting ones were the flavonols, being rutin and 
quercetin the most active as they positively modified most of the studied targets, highlighting their 
antiamiloidogenic and antioxidant properties.  
Both compounds displayed a significant inhibitory ability of the βA25-35 aggregation; a significant 
disaggregating effect of βA25-35 pre-formed fibrils. The determination of the half-life of the fluorophore βA-




both rutin and quercetin. In addition, both flavonoids (0.01 & 0.1 µM) were able to completly inhibit the 
intracellular generation of free radicals induced by H2O2. Moreover, rutin inhibited the enzymactic activity 
of BACE in a concentration-dependent manner, thus it could prevent the formation of βA and, in turn, 
favour the non-amyloidogenic pathway. 
In the cell line overexpressing human APPswe, some oxidative stress markers were evaluated, 
reduced glutathione (GSH) levels as the main intracellular non-enzymatic antioxidant and 
malondialdehyde (MDA) levels as a marker of lipid peroxidation. It was observed that both quercetin and 
rutin were able to increase GSH levels and then cellular reducing power, highlighting the effect exerted 
by rutin. Besides, both flavonoids were able to significantly decrease MDA levels at a concentration-
dependent manner, demonstrating a good antioxidant profile. 
In order to further study their antioxidant mechanisms, the effect of flavonoid treatments on the 
main antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and 
glutathione peroxidase (GPx) was evaluated. On the whole, both compounds favored enzymatic activity, 
protein levels and gene expression of the main antioxidant enzymes, especially quercetin on SOD and 
rutin on CAT and GR. This could explain why rutin significantly increased GSH levels, since it caused a 
positive effect on GR enzymatic activity, the main GSH regenerating enzyme; moreover, an increase of 
the antioxidant defenses would prevent lipid peroxidation. 
The proteasomal system is responsible for the quality control of oxidized, denatured and/or 
aggregate proteins. This system is inhibited by the oxidative stress and therefore compounds which are 
able to activate it would be very useful in the treatment of AD. Both quercetin and rutin were able to cause 
a significant increase in the activity of the 20S and 26S proteasome in the APPswe cell line. This activity 
might promote cellular resistance to oxidative stress by increasing cell survival. Furthermore, both 
flavonoids increased PARP expression, protein responsible not only for DNA repair at the cell nucleus but 
for activation of proteosomal system favoring the selective degradation of oxidized proteins such as the 
oxidized β-amyloid aggregates, facilitating cell adaptation to oxidative stress. 
As for the APP processing, it was observed that both flavonoids caused a decrease in APP protein 
levels and gene expression, being rutin the most active compound. Rutin was able to increase both protein 
levels and gene expression of ADAM-10, enzyme that hydrolyzes βA between the 16/17 positions, 
decreasing the likelihood of generating a full-sequence βA and favoring the non-amyloidogenic APP 
processing pathway. 
Various studies have reported a correlation between caspase activation and AD. In the APPswe 
cell line, rutin was able to inhibit the enzymatic activity and gene expression of caspase 3 and caspase 6. 
Therefore, compounds inhibiting the activity and/or decresing expression of these proteases could be of 
potential interest for AD therapy. 
The mouse model Tg2576 overexpressing human APPswe provides a useful tool to examine 
different intervention ways for the treatment of AD. No significant metabolic changes in the brain, using 
neuroimaging techniques or autoradiography, were found. Quantification of the expression of ionotropic 
glutamate receptors by autoradiography revealed no remarkable changes. However, overexpression of 
APPswe in 45 weeks-old mice triggered a significant oxidative stress, an increase in APP processing 
through the amyloidogenic pathway, an increase in inflammatory markers and activation of caspase 3 at 
the hippocampal level, one of the brain areas most affected in AD. Therefore, this 45 week-old animal 
model constitutes an ideal model for studying potentially active compounds in the prevention and/or 
slowing down the symptoms of the AD. 
The antioxidant effect of quercetin and rutin, showed in the in vitro tests and the transgenic cell line 
APPswe, was also confirmed and substantiated in the transgenic mouse model. Both flavonoids, mainly 




might be able to induce the expression of neuroprotective genes, such as the transcription factor Nrf2, as 
they increased the cellular reducing power and reduced lipid peroxidation. 
Due to overexpression of APPswe, a general decrease in the antioxidant enzyme activities in the 
animal model was also observed, although the decrease was not significant in all cases, except for CAT. 
Animals treated with rutin experienced an increase in CAT and GR activities in both sexes and in both 
brain areas, which would promote the protection of neurons against oxidative stress and favor the 
regeneration of GSH. 
Regarding APP processing, it was observed that the Swedish mutation favored amyloidogenic 
pathway of the protein as an increase of BACE activity and APPswe expression and a slight decrease in 
ADAM10 expression were shown in transgenic mice in comparison with the wild-type mice. Treatments 
with flavonoids, mainly rutin, were able to inhibit BACE activity and decrease APPswe expression, and 
tended to increase ADAM10 expression in both brain areas and in both sexes, which would favor the 
antiamiloidogenic APP processing. 
Several studies have shown that APP hydrolysis by caspase 3 alters the APP proteolytic 
processing, favoring the amyloidogenic pathway by releasing the C-31 fragment (a potent inducer of 
apoptosis). Therefore, compounds capable of inhibiting caspase 3 activation would be interesting in the 
treatment of AD. Quercetin and rutin were able to decrease the activity of hippocampal caspase 3 in male 
and female mice. 
It has been described that inflammation favors APP processing by the amyloidogenic pathway. In 
the animal model, a significant increase of gene expression of proinflammatory cytokines, especially IL-
1β, in both brain areas and in both sexes, was found. Quercetin and rutin showed remarkable 
antiinflammatory properties as they normalize mRNA levels of IL-1β in both sexes and cerebral cortex 
and hippocampus. 
In order to corroborate the antiamyloidogenic effect on the animal model study, an additional 4-
weeks treatment was carried out ended at 16 months of age. Rutin was able to decrease the number of 
amyloid aggregates significantly, thus confirming its antiamyloidogenic effect which was also observed in 
vitro and in APPswe cell line. 
Conclusions 
From the in vitro tests for the assay of the antiamyloidogenic activity, we may conclude that:  
1. Rutine was able to inhibit β-secretase activity in a concentration-dependent manner, which would imply 
an inhibition in the formation of β-amyloid peptide. The catechol group in the ring B could promote the 
binding of the compound to the active site of the enzyme and, rutinose in position 3, stabilize such binding. 
2. Quercetin showed a slight inhibitory capacity of -secretase pentameric complex. The hydroxyl group 
in position 3 probably contributes to the inhibitory effect of the enzymatic complex since glycosylation in 
this position completely abolished the effect. 
3. Both quercetin and rutine showed a significant inhibitory capacity of the in vitro aggregation of the 
amyloidogenesis and an important effect of disaggregating preformed fibrils. The catechol group in the 
ring B of both flavonols could disrupt the formation of hydrogen bonds that form the stable structure of the 
folded sheets of aggregated β. 
4. Quercetin and rutin are good candidates for a deepen study in cellular and animal models since they 
have shown inhibition of BACE and -secretase activities and a significant inhibitory capacity of in vitro 
aggregation and disaggregating effect of preformed fibrils. 
In the cell line transfected with the human neuroblastoma APPswe gene, used as an experimental model 




5. Both quercetin and rutine were capable of increasing the levels of the reduced glutathione and therefore 
the cellular reducing power, as well as lowering levels of lipid peroxidation. 
6. The treatment of cells with both flavonoids favored, in general, the enzymatic activity, the protein 
synthesis and the gene expression of the major antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase, 
glutathione peroxidase and glutathione reductase. Rutin especially caused an increase in catalase and 
glutathione reductase, which could explain the significant increase in the levels of reduced glutathione. 
7. Both rutin and quercetin caused a significant increase in the activity of the 20S and 26S proteasome in 
the APPswe cell line, event which could promote cellular resistance to oxidative stress by increasing cell 
survival. Furthermore, both flavonoids increased PARP levels and gene expression, protein responsible 
for DNA repair and activation of the proteasomal system. 
8. Rutin and quercetin caused a decrease in the levels and expression of APP, being rutin the most active 
flavonoid. Furthermore, treatment of APPswe cells with rutin induced an increase in expression and levels 
of ADAM-10, which could favor the non-amyloidogenic APP processing pathway. 
9. Rutin was able to inhibit the enzymatic activity and expression of caspase 3 and caspase 6. 
Pharmacological inhibition of these proteases can be of great interest since APP can be a caspase 
substrate whose enzymatic hydrolysis can release neurotoxic fragments that promote neurodegeneration. 
10. Therefore, the assays on APPswe cells corroborated a good antioxidant profile of quercetin and rutin, 
and the in vitro assays sustantiated an antiamyloidogenic activity for both flavonoids. 
Ultimately, the transgenic mice (Tg2576) overexpressing human APPswe was used as an experimental 
model of Alzheimer for studying the in vivo potential neuroprotective effect of rutin and quercetin. 
11. Regarding the animal model, at 45 weeks of age, no significant changes were found in brain 
metabolism between mice wild-type and transgenic mice, or alterations in the expression of glutamate 
receptors (NMDA, AMPA and kainate). Neither signs of neurodegeneration nor alterations in the nuclear 
morphology of hippocampal neurons were detected. 
12. Overexpression of APPswe at 45 weeks of age triggered the following in both brain areas: a) a marked 
oxidative stress caused by a general decrease in antioxidant enzyme activity, a decreased cellular 
reducing power and an increase of lipid peroxidation; b) the favouring of the amyloidogenic pathway since 
the enzymatic activity of β-secretase and expression of APPswe were elevated, ADAM10 expression was 
slightly diminished and caspase 3 activity was increased; c) an increase in inflammatory markers, 
particularly IL-1β, according to the observation broadly reported that inflammation promotes the 
processing of APP by the amyloidogenic pathway, thus promoting the aggregation of β-amyloid peptide. 
13. The changes described above in the animal model were found in both male and female mice. 
14. Both male and female animals treated with rutin experienced an increase in the activity of catalase 
and glutathione reductase in cortex and hippocampus, a fact that would promote neuronal protection 
against oxidative stress and a marked decreased number and size of β-amyloid aggregates, thus 
corroborating the antiamyloidogenic effect observed in vitro and in the cell model. 
15. Animal treatment with both flavonoids, especially rutin, were able in both male and female mice of: a) 
inhibiting enzyme activity of β-secretase, decreasing APPswe and increasing ADAM10 expression in 
cortex and hippocampus; b) normalizing the expression of IL-1β in both brain areas; c) decreasing the 
activity of caspase 3 at the hippocampal level. 
Final conclusion: both rutin and quercetin, by their antioxidant, antiamyloidogenic, antiapoptotic and 
anti-inflammatory activities, could prevent and/or slow several manifestations observed in Alzheimer's 
disease because they have shown beneficial properties on multiple drug targets evaluated in different 
















1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: MARCO HISTÓRICO, SINTOMATOLOGÍA Y EPIDEMIOLOGÍA 
La enfermedad de Alzheimer (EA) se conoce desde hace más de un siglo, cuando en el año 1907 Alois 
Alzheimer, psiquiatra y anatomopatólogo alemán, publicó el estudio clínico y anatómico de una paciente 
de 51 años de edad (Augusta D.) que falleció tras 4 años y 6 meses de sufrir un cuadro grave de demencia 
progresiva. El 4 de noviembre de 1906 Alois Alzheimer presentó su observación anatomoclínica con la 
descripción de los cambios cognitivos e histopatológicos de placas seniles, ovillos neurofibrilares (ONF) 
y cambios arterioescleróticos cerebrales. El trabajo se publicó al año siguiente con el título "Una 
enfermedad grave característica de la corteza cerebral" (Stelzmann et al., 1995). La denominación del 
cuadro clínico como enfermedad de Alzheimer fue introducida en 1910 por Emil Kraepelin, alumno de 
Alzheimer, en la octava edición de su "Manual de psiquiatría". Con posterioridad, en 1911, Alzheimer 
describió con detalle un nuevo caso, la historia clínica de Johann F., que acompañó con imágenes 
histopatológicas muy ilustrativas. 
Desde que Alois Alzheimer describiera las características de la enfermedad hasta la actualidad, 
muchos han sido los hallazgos científicos para la comprensión de esta enfermedad. Sin embargo, aunque 
cada día se sabe más sobre la enfermedad, aún se desconocen las causas y no se dispone de un 
tratamiento eficaz. 
La EA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva e irreversible del sistema nervioso 
central (SNC), de etiología desconocida, y asociada a una pérdida progresiva de las funciones cognitivas 
(memoria y capacidades intelectivas en general), alteraciones psicológicas y del comportamiento, 
resultando finalmente en demencia. Presenta características clínicas y anatomopatológicas propias, 
ligada íntimamente con la edad. Por su gran heterogeneidad anatomoclínica y gran variabilidad tanto 
evolutiva como en su expresión clínico-patológica se puede considerar un síndrome.  
Morfopatológicamente, la EA se define por la aparición de placas seniles y ONF, los cuales se 
sitúan fundamentalmente en la corteza cerebral, sobre todo, en áreas temporoparietales (Price and 
Morris, 1999). Además, se puede observar atrofia cortical, predominantemente en el lóbulo temporal, con 
extensa pérdida neuronal. Estos rasgos neuropatológicos, son claves para el diagnóstico post-mortem 
de la enfermedad. 
Clínicamente, la EA se caracteriza como una demencia de inicio insidioso con deterioro cognitivo 
y funcional progresivo, con la aparición gradual de alteraciones psicológicas y conductuales. La pérdida 
de memoria es uno de sus primeros síntomas y, a lo largo de su evolución se van añadiendo otros déficits 
cognitivos: apraxia (alteracion de los gestos, ya que aunque la función motora no se ve afectada, los 
pacientes son incapaces de realizar tareas rutinarias), afasia (alteracion del lenguaje), agnosia 
(incapacidad de reconocimiento de personas u objetos), desorientación, disfunciones sensoriales, e 
incapacidad para el razonamiento. Todo ello produce un deterioro progresivo en la capacidad funcional 
del individuo, así como cambios en la personalidad, paranoia, alucinaciones, apatía, perturbación del 
sueño y depresión (Reiman and Caselli, 1999). En sus etapas avanzadas, la enfermedad conduce a la 
demencia y finalmente a la muerte. 
Desde el comienzo de los primeros síntomas, la enfermedad dura una media de 7 a 10 años, 
durante los cuales va aumentando la dependencia de los enfermos (Law et al., 2001), lo que conlleva a 
un elevado gasto económico tanto para el sistema de salud, como para la familia. Por ello el desarrollo 
de nuevas terapias que permitan retardar su establecimiento o alargar la vida, sería fundamental en una 
sociedad cada vez más envejecida.  
Hoy en día, la aparición de la EA es diez veces superior a la detectada a comienzos del siglo XX, 
debido a la mejora en el diagnóstico y a la mayor supervivencia de los enfermos, pero sobre todo por el 
progresivo envejecimiento de la población. Por tanto, la EA constituye la causa más común de demencia 
entre personas de edad avanzada (Morishima-Kawashima and Ihara, 2002). El número de pacientes 




a los 115 millones de afectados (Morley et al., 2012), representando el tercer problema más grave de 
salud en países desarrollados, después de los accidentes cardiovasculares y el cáncer.  
 
2. FACTORES DE RIESGO 
2.1. FACTORES GENÉTICOS 
La genética de la EA es compleja y heterogénea. La mayoría de los casos son “esporádicos”, de inicio 
tardío, sin aparente recurrencia familiar de la enfermedad. Sin embargo, la EA familiar que, por lo general, 
se transmite de forma autosómica dominante, representa un pequeño porcentaje de los casos de EA (1-
2%); se manifiesta de forma precoz sobre los 65 años de edad, incluso hay pacientes que desarrollan 
los primeros síntomas a los 40 años (Guerreiro et al., 2012). 
Aunque la EA familiar es mucho menos frecuente que la forma esporádica, ambas presentan los 
mismos caracteres histopatólogicos (placas seniles y ONF), sugiriendo una patogénesis común (Van 
Gassen and Annaert, 2003). Hasta la fecha, se han identificado tres genes cuyas mutaciones causan EA 
familiar: el gen de la proteína precursora de -amiloide (APP) localizado en el cromosoma 21, el gen de 
la presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 y el gen de la presenilina 2 (PS2) situado en el cromosoma 1 
(Tabla 1). 
El componente genético de la EA esporádica ha sido el objetivo de un gran número de estudios, 
ya que sólo un factor de riesgo genético, el alelo 4 de la apolipoproteína E (ApoE4), se ha asociado de 
manera consistente con la enfermedad (Guerreiro et al., 2012). En los últimos años, los avances 
tecnológicos han permitido realizar estudios con nuevos enfoques. Uno de estos estudios es el de 
asociación del genoma completo (GWAS: Genome-wide association study) o WGAS (Whole genome 
association study) que estudia la asociación de genes a caracteres de la enfermedad. En la EA se han 
realizado varios GWAS y hasta el momento se han propuesto nueve genes que podrían estar implicados 
en la EA “esporádica” tales como: CLU, PICALM, CR, BIN1, ABCA7, MS4A, CD2AP, CD33 y EPHA1 
(Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Seshadri et al., 2010; Hollingworth et al., 2011; Naj et al., 2011). 
Sin embargo, ninguno de estos genes se ha asociado de manera consistente con la enfermedad 
(Guerreiro et al., 2012).  
Tabla 1. Genes asociados a la EA (Guerreiro et al., 2012). 
GENES LOCALIZACIÓN COMIENZO TIPO 
APP 21 q21.3-q22.05 Temprano Familiar 
PS1 14q24.3 Temprano Familiar 
PS2 1q31-q42 Temprano Familiar 
ApoE 19q32.2 Tardío Esporádico y Familiar 
 
Entre los distintos factores genéticos que se han descrito, se piensa que solo unos pocos inducen 
la enfermedad, mientras que la mayoría de ellos se encuentran asociados a la EA esporádica. Se piensa 
que actúan como agentes que predisponen, es decir, que no inducen la enfermedad, aunque incrementan 
la probabilidad de esta dolencia en la población. De hecho, se cree que estos factores genéticos 
interactúan con factores ambientales, con otras patologías o con distintas condiciones fisiológicas para 
poder ejercer su efecto patológico. Además, son capaces de tener un efecto sinérgico, de manera que 
se potencie su patogenicidad y por tanto la probabilidad de desencadenar la enfermedad (Rocchi et al., 
2003; Hoenicka, 2006). 
2.2. FACTORES NO GENÉTICOS 
El principal factor de riesgo para la EA es la edad avanzada (Katz et al., 2012). Junto a ésta, los 
traumatismos craneales, incrementan el riesgo de EA, probablemente por inducir lesiones cerebrales 




amiloide (A) (Johnson et al., 2010). Como ejemplo, la demencia pugilística, asociada con traumatismos 
craneales crónicos, se desarrolla con una neuropatología similar a la EA: placas de A, ONF, activación 
de la glía y neuroinflamación (Saing et al., 2012). 
También, se ha descrito que una mayor reserva cognitiva (un concepto que combina niveles de 
educación, tipo de ocupación y realización de actividades mentales complejas) se asocia con menor 
incidencia de EA, especialmente en edades más avanzadas (Roe et al., 2008).  
Con respecto a otros factores de riesgo modificables, se encuentran los relacionados con el estilo 
de vida, la obesidad a mediana edad (Luchsinger et al., 2011), la falta de actividad física (Scarmeas et 
al., 2010), el consumo de tabaco (Rusanen et al., 2010) y alcohol (Anstey et al., 2009). Los factores de 
riesgo vascular (hipertensión arterial y colesterol) también son importantes por implicar lesiones 
cerebrales vasculares (Goldstein et al., 2008; Elias and Davey, 2012); el colesterol elevado también 
puede actuar de forma directa sobre el metabolismo del A facilitando su formación y depósito (Reiss 
and Voloshyna, 2012). En concordancia con los datos anteriores, se ha comprobado que el tratamiento 
con antihipertensivos (Haase et al., 2013) y estatinas (Butterfield et al., 2011; Sparks, 2011) disminuye 
el riesgo de padecer la EA. 
Las relaciones entre depresión y EA o demencia son complejas. Por un lado, la depresión se 
puede manifestar como un deterioro cognitivo e incluso una demencia, por otro lado, la depresión puede 
ser el primer síntoma de una EA (Vilalta-Franch et al., 2012). Las evidencias disponibles apuntan a que 
la depresión aún cuando se padezca muchos años antes, supone un factor de riesgo para la EA (Gracia-
Garcia et al., 2013). 
Una revisión reciente estima que la intervención en algunos de estos factores de riesgo podría 
prevenir alrededor de un millón de casos de EA en todo el mundo (Barnes y Yaffe, 2011). 
 
3. PROTEÍNA PRECURSORA DE -AMILOIDE (APP) 
Las placas seniles y los ONF, son los rasgos histopatológicos característicos que permiten hacer el 
diagnóstico definitivo de la EA (Zhang et al., 2012). Glenner y colaboradores estudiaron la composición 
química de las placas seniles y hallaron que su componente mayoritario era un pequeño péptido que se 
denominó A (Glenner et al., 1984). La secuenciación del péptido permitió aislar el gen que codificaba 
una proteína de mayor tamaño que contenía en su secuencia este péptido. La proteína se denominó 
“proteína precursora del amiloide” o APP (código 104760 de la base de datos de genes humanos OMIM, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/).  
APP es una proteína transmembrana tipo I que se localiza en todos los tipos celulares y su ARNm 
representa el 0,2% del total en neuronas. Es una proteína muy conservada evolutivamente ya que se 
puede encontrar en todos los mamíferos vertebrados e incluso se conoce una proteína APP-like en 
Drosophila, por lo que podría ser un gen “housekeeping”, regulador.  
APP contiene una señal terminal peptídica, un gran ectodominio para N-glucosilaciones, una 
región transmembrana en forma de hélice y un pequeño dominio citoplasmático (Figura 1). La secuencia 
amino terminal de APP (N-APP) revela que APP podría pertenecer a la superfamilia de factores de 
crecimiento ricos en cisteína con un sitio de unión a heparina (Rossjohn et al., 1999). El dominio de unión 
a cobre (CuBD) presenta una estructura similar a las chaperonas de cobre. En base a la estructura 
terciaria de CuBD, se sabe que el cobre se une a los residuos aminoacídicos His147, His149, y His151. 
Spoerri y col (2012) reportaron que las histidinas 149 y 151 son cruciales para la estabilidad de CuBD y 
para el metabolismo de APP. Las mutaciones de His149 y His151 por asparagina en este dominio 
provocan una disminución del procesamiento proteolítico de APP, alterando su tráfico del retículo 
endoplasmático al aparato de Golgi y promoviendo la oligomerización defectuosa de APP en células 





Figura 1. Representación esquemática de la proteína APP 770. Se muestra el dominio A y varios dominios funcionales. N-
APP, secuencia amino terminal de APP que contiene un dominio de unión a heparina; CuBD, dominio de unión a cobre; APPI, 
dominio inhibidor de serina proteasa tipo Kunitz; TM, dominio transmembrana; AICD, dominio intracelular de APP (Bossy-
Wetzel et al., 2004). 
 
Existen, al menos, 3 isoformas de la proteína APP en humanos, obtenidas por “empalme” 
alternativo de los exones 7 y 8: 695 (695APP), 751 (751APP) y 770 (770APP) aminoácidos 
respectivamente, (Hung and Selkoe, 1994; Walter et al., 1997). APP751 y APP770 se expresan en 
muchos tejidos y se caracterizan por la presencia de un exón que codifica una secuencia de 56 
aminoácidos homóloga a una proteasa inhibidora de serina de tipo Kunitz (KPI) que se ubica en la región 
extracelular de la proteína.  
APP695 se expresa predominantemente en neuronas y no contiene el dominio KPI (Rohan de 
Silva et al., 1997). En los pacientes con EA, se ha observado a nivel cerebral una elevación marcada de 
los niveles de ARNm de isoformas de APP que contienen el dominio KPI. El incremento de la deposición 
del péptido A (Menendez-Gonzalez et al., 2005) y una prolongada activación extrasináptica del receptor 
NMDA (N-Metil D-Aspartato) podrían cambiar la expresión de APP695 a isoformas que contienen el 
dominio KPI y generar un aumento de la producción de A (Bordji et al., 2010). Estos hallazgos sugieren 
que la alteración en el “splicing” alternativo del ARNm de APP podría contribuir a la patogenesis de la EA 
(Zhang et al., 2011). 
 
3.1. FUNCIONES 
Un gran número de funciones se han atribuído a la holoproteína APP (Bossy-Wetzel et al., 2004; 
Reinhard et al., 2005). Al parecer, el ectodominio amino-terminal soluble del APP liberado por -
secretasa (-APPs), actuaría como un factor autocrino, además de poseer propiedades neurotróficas y 
neuroprotectoras (Jiang et al., 2013).  
En estudios in vitro se ha observado que aquellas holoproteínas que contienen el dominio KPI 
son capaces de inhibir a las proteasas de tipo serina así como tripsina y quimiotripsina, incluso pueden 
inhibir al factor XIa (serina proteasa) que participa en la coagulación. Además, se ha descrito la 
participación de APP en la interacción célula-célula, por lo que interviene en mecanismos de adhesión 
celular, cuando se inserta en la membrana plasmática, incluso se le ha atribuído un papel trófico y 
propiedades neuroprotectoras, en concreto esta función fisiológica es atribuída a -APPs, el cual es 
liberado desde los terminales presinápticos en respuesta a actividades eléctricas, regulando la 
excitabilidad neuronal, potencia la plasticidad sináptica, el aprendizaje y la memoria, posiblemente por 
activación de receptores de superficie que modulan canales de potasio e incluso activando el factor 




APP también se ha relacionado con el transporte axonal de vesículas (Kamal et al., 2001). La 
molécula de APP participa en el transporte axonal anterógrado a través de la unión directa con la 
subunidad pequeña de la Kinesina-I (proteína motora de los microtúbulos). Varios estudios sugieren que 
una alteración en el transporte de APP podría ser uno de los factores que podrían desencadenar el 
comienzo de la EA. 
APP pertenece a una familia de proteínas que incluyen otras 2 proteínas similares a APP (APP-
like), una proteína 1 (APLP1) y 2 (APLP2) en mamíferos (Coulson et al., 2000). Todas son proteínas de 
membrana de tipo I y se procesan de forma similar. Comparten diversos dominios como E1 y E2 a nivel 
de la secuencia extracelular. Se ha reportado que estos ratones transgénicos son viables, fértiles y 
poseen un fenotipo anormal leve (Dawson et al., 1999). Los ratones nulos para APLP1 y APLP2 también 
son viables y fértiles.  
Sin embargo, el grupo de Herms (2004) ha desarrollado un modelo de ratones triple transgénico 
“knockout” APP/APLP1/APLP2. Estos animales mueren prematuramente, mostrando síntomas de un 
extraño desórden neurológico. En humanos este fenómeno es conocido con el nombre de Lisencefalia 
“en empedrado” (Cobblestone Lissencephaly), en el cual el cerebro no presenta circunvoluciones. A nivel 
morfológico, estos ratones muestran una gran displasia (caracterizada por una fragmentación de la 
lámina basal). Los mecanismos moleculares implicados en estos procesos se desconocen actualmente, 
pero estas observaciones ponen de manifiesto el importante papel del APP en procesos de adhesión y 
migración celular. (Herms et al., 2004). 
 
3.2. PROCESAMIENTO DE APP 
La proteína es sintetizada en el retículo endoplasmático (RE) y es transportada a través de aparato de 
Golgi hasta la red del trans Golgi (TGN, trans-Golgi-network), encontrándose en concentraciones 
elevadas en neuronas en estado estacionario (Greenfield et al., 1999). APP se transporta en vesículas 
secretoras desde la TGN hacia la superficie celular. APP es extensamente modificado 
postrasduccionalmente mediante glucosilaciones (N- u O- glucosilaciones) complejas que tienen lugar 
rápidamente justo después de sintetizarse en el RE. Además, se producen fosforilaciones y sulfataciones 
durante el tránsito hacia la membrana plasmática en la vía secretora. La APP durante la secreción e 
internalización a través de la vía secretora, puede sufrir una variedad de escisiones proteolíticas por tres 
proteasas llamadas -, -, -secretasas. Dichas escisiones se agrupan en dos vías: la vía amiloidogénica 
y la vía no amiloidogenica. 
 
Via no amiloidogénica 
La primera actividad proteolítica descrita en la Figura 2, fue la denominada -secretasa, la cual realiza 
una escisión en el APP695 dentro del dominio A, entre los residuos Lys687 y Leu688 (residuos 
aminoacídicos 16 y 17 del A). Como consecuencia de este procesamiento proteolítico se líbera el -
APPs al lumen extracelular o al lumen vesicular, incluyendo los residuos aminoacídicos del 1 al 16 del 
A, mientras que anclada a la membrana queda una secuencia de 83 residuos aminoacídicos junto con 
el extremo carboxi-terminal (APP-C83). La producción de -APPs se incrementa como respuesta a la 
actividad eléctrica y a la activación de los receptores muscarínicos, lo que sugiere que la actividad 
neuronal incrementa el procesamiento proteolítico de APP por la -secretasa. 
Posteriormente, el fragmento carboxi-terminal anclado a la membrana puede sufrir una escisión 
por la -secretasa entre los residuos aminoacídicos 711 y 713, liberando por una parte un péptido llamado 
p3 al lumen extracelular o vesicular y por otra el dominio intracelular del APP (AICD) al citosol celular. 
AICD forma parte de un complejo de transcripción junto con FE65 y TIP60. Este complejo es translocado 





Figura 2. Procesamiento de APP: Vía no amiloidogénica, escisión llevada a cabo por  y  secretasa respectivamente. 
 
Las enzimas que llevan a cabo la actividad -secretasa corresponden a los miembros de la 
familia de las desintegrinas y metaloproteasas (ADAM). Otros candidatos son TACE, proteasa que corta 
el factor de necrosis tumoral- (TNF-), así como MDC9 (Selkoe, 2001b; Blennow et al., 2006), siendo 
los más representativos ADAM 9, 10, 17 y 19 (Asai et al., 2003; Tanabe et al., 2007). Hasta el momento 
no está claro cuál es la relevancia de estas proteasas en los pacientes con EA. Sin embargo, en modelos 
experimentales de ratones con la EA, se ha observado que la sobreexpresión de ADAM10 reduce la 
síntesis y la deposición del péptido A, junto con una reducción del déficit cognitivo (Postina et al., 2004). 
Por tanto, ADAM10, es hasta el momento, un buen candidato con actividad -secretasa con potencial 
actividad antiamiloidogénica de gran interés para el tratamiento de la EA. No obstante, no se puede 
descartar que otros miembros de la familia ADAM, también sean relevantes en la producción del sAPP.  
ADAM es considerada constitutivamente activa en la superficie de la membrana plasmática y se 
cree que APP se procesa principalmente por esta vía proteolítica (De Strooper and Annaert, 2000). Por 
el contrario, la enzima -secretasa a nivel de la TGN, es regulada por la proteína quinasa C (PKC) y 
compite con la enzima -secretasa (BACE) (Skovronsky et al., 2000). No está claro qué proteína ADAM 
específica está asociada con una actividad -secretasa constitutiva o inducible, pero si se sabe que 
ADAM10 puede ser activada por calcio (Le Gall et al., 2009). 
 
Vía amiloidogénica 
Alternativamente al procesamiento proteolítico descrito anteriormente, la molécula de APP puede sufrir 
una escisión diferente mediante la enzima BACE (Figura 3). Entre 1999-2000, varios grupos de 
investigación identificaron simultáneamente esta enzima (también llamada Asp2 o memapsin 2) como la 
principal BACE cerebral, ésta es una aspartil proteasa transmembrana de tipo I con un dominio amino 
terminal dirigido hacia el lumen de la célula, en el que se localizan dos dominios que conforman el sitio 
activo característico de las aspartilproteasas, teniendo así la orientación topológica necesaria para poder 
degradar la APP en la posición . Se localiza intracelularmente en el RE, en la cara Trans del aparato 
de Golgi y en compartimentos endosomales, lugares donde tiene lugar el procesamiento de APP y la 
hidrólisis se realiza a pH ácido. 
BACE digiere APP entre los residuos aminoacídicos Met671 y Asp672, originándose un 
ectodominio amino-terminal soluble ligeramente más pequeño (-APPs), mientras que la secuencia 
anclada en la membrana es de mayor tamaño, y posee 99 residuos aminoacídicos (APP-C99), el cual a 






Figura 3. Procesamiento de APP: Vía amiloidogénica, escisión llevada a cabo por  y  secretasa respectivamente. 
 
Diversos estudios han puesto de manifiesto que BACE es la enzima clave en la producción del 
péptido A de 42 residuos, ya que mutaciones en la proteína APP sobre la posición de degradación no 
afectan la producción del péptido insoluble, mientras que mutaciones en la posición de ruptura de BACE 
dan lugar a un incremento de esta producción. Por ejemplo, la enzima muestra preferencia proteolítica 
en la posición de lisis, por la variante sueca de la APP frente a la forma común, incrementando entre 
cinco y seis veces la producción del A1-42 (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993).  
Posteriormente a la actividad BACE, la secuencia anclada a la membrana es sustrato para la -
secretasa, que lleva a cabo una escisión proteolítica dentro del dominio transmembrana a nivel de los 
residuos aminoacídicos 711-713, liberando el péptido A1-40 y A1-42 al lumen extracelular o vesicular y 
AICD al citosol.  
La -secretasa o secretasoma consiste en un complejo proteico de alto peso molecular que 
contiene cinco proteínas: PS1, PS2, nicastrina (Nct), APH-1 y PEN2 (“Presenilin enhancer-2”). Aunque 
no se conoce el papel exacto que cada proteína desempeña en el complejo, evidencias crecientes 
sugieren que la PS proporciona el centro catalítico del complejo, que la nicastrina y Aph-1 son necesarias 
para la estabilización de la PS, mientras que PEN2 está implicada en la endoproteolisis de la PS y en la 
estabilización de los fragmentos resultantes de la misma y CD147 posiblemente funcione como un 
regulador no esencial del complejo cuya ausencia incrementa la actividad (Kaether et al., 2006; Zhou et 
al., 2006a). 
También se desconoce el papel que cada componente del complejo -secretasa juega en la 
formación del mismo. Se ha propuesto que la PS en forma de holoproteina forma un complejo proteico 
de bajo peso molecular que es rápidamente degradado. Una fracción de la PS se estabiliza por unión a 
Aph-1 y a la Nct, aunque el complejo resultante carece de actividad -secretasa. El paso final en la 
maduración del complejo -secretasa se produce cuando se incorpora PEN2, que facilita la 
endoproteolisis de la PS, confiriéndole la actividad -secretasa al complejo (Perez-Tur, 2001; Selkoe, 
2001a; Vetrivel et al., 2006). 
Tanto PS1 como PS2 son proteínas integrales de membrana con un alto grado de homología. 
Se localizan fundamentalmente en el RE y posiblemente, en vesículas de transporte entre éste y el 
aparato de Golgi, aunque también se han detectado en la membrana plasmática y en compartimentos 
endocíticos. Se les ha atribuido varias funciones; Vito y col., (1996) observaron que la parte C-terminal 
de PS2 podía estar implicada en la regulación de procesos apoptóticos (Vito et al., 1996). Más tarde, 
Wolozin y col., (1996) observaron que las células transfectadas con PS2 presentaban una mayor 
susceptibilidad frente a estímulos apoptóticos, y que esta susceptibilidad se veía aumentada cuando la 




experimentos que utilizan el sistema de doble híbrido en levaduras han identificado a Bcl-XL como un 
elemento que interacciona con el dominio C-terminal de las PS. La Bcl-XL es una proteína implicada en 
la regulación negativa de la apoptosis; aparentemente este efecto implicaría la intervención de 
intermediarios en el proceso apoptótico (Alberici et al., 1999). 
El desarrollo de modelos animales “knockout” en los que se eliminó el gen de la PS1, proporcionó 
información importante sobre la función de esta proteína, ya que se observó que la deleción del gen 
provocaba letalidad embrionaria de los animales. La muerte era debida a anomalías en el desarrollo del 
esqueleto y a hemorragias en el SNC de los ratones transgénicos (Shen et al., 1997). A partir de estos 
hallazgos se demostró que también intervenía en cascadas de señalización de Notch. 
Notch constituye una familia de receptores que son críticos para el desarrollo embrionario al 
dirigir el destino celular a través de la unión de ligandos específicos, de manera que median la 
comunicación intercelular (Perez-Tur, 2001). Diversos trabajos han demostrado que las PS pueden estar 
implicadas en el procesamiento de Notch. Se ha descrito que las células de ratón desprovistas de PS1 
muestran una marcada disminución de la liberación del dominio intracelular de Notch (NICD) (Song et 
al., 1999). También se ha reportado que compuestos peptidomiméticos, diseñados para inhibir el 
procesamiento de APP por -secretasa, ejercen un efecto importante en la inhibición del procesamiento 
intramembranoso de Notch (Wolfe et al., 1999), y que formas mutadas de PS1, con sustituciones Asp-
Ala, bloquean el procesamiento -secretasa de C83 y C99. También inhiben la liberación de NICD y su 
paso al núcleo (Berezovska et al., 2000).  
Por el contrario, los ratones en los que se elimina el gen de PS2 no sufren un fenotipo tan visible, 
son animales viables y fértiles, con fibrosis pulmonar leve y con tendencia a padecer hemorragias con la 
edad. De hecho, la ausencia de PS1 y 2 produce un fenotipo similar al ocasionado por la eliminación de 
la vía Notch de señalizacion celular en el desarrollo embrionario. Por lo tanto, el estudio del fenotipo de 
los ratones “knockout” de PS1, PS2 o ambas, sugiere que las presenilinas pueden desempeñar un papel 
clave en la señalización mediada por Notch durante el desarrollo (Sisodia and St George-Hyslop, 2002). 
 
4. HIPÓTESIS DE LA CASCADA DE A 
Es un hecho conocido que los pacientes con síndrome de Down acaban desarrollando EA de forma 
invariable, aunque la relación se desconoce. No fue hasta mediados de los años 70 cuando se descubrió 
el gen de la proteína APP, localizado en el cromosoma 21, y que un aumento en la dosis génica debida 
a la trisomía era responsable de la existencia de patología tipo EA en el síndrome de Down, Este hallazgo 
proporcionó un fuerte respaldo a la hipótesis de que el péptido A era un elemento fundamental en la 
etiopatogenia de la EA (Masters et al., 1985; Busciglio et al., 2002).  
Posteriormente, en los años 90 se descubrieron las primeras mutaciones en el gen APP 
relacionadas con la EA familiar. Este fue el preludio de la formulación de una de las teorías que intentaba 
explicar el origen de la EA, la “hipótesis de la cascada amiloide” (Tiiman et al.; Selkoe, 1991a; Bossy-
Wetzel et al., 2004). La agregación de los fragmentos hidrofóbicos A1-40 y A1-42 desencadena la 
formación de placas extracelulares insolubles conocidas como placas seniles, que según esta hipótesis, 
son las responsables de la muerte neuronal (Selkoe, 1991b). 
Las placas seniles o agregados amiloides, están formadas por depósitos amorfos de péptidos 
A cuyo tamaño puede variar de 39 a 43 residuos aminoacídicos, que se encuentran rodeados de axones 
y dendritas distróficas, así como de astrocitos y microglía activada (Figura 4). Este tipo de lesiones se 
localizan principalmente en regiones límbicas (hipocampo y amígdala) y también en regiones corticales 
y subcorticales. Además, el péptido A se deposita alrededor de los vasos sanguíneos afectando su 






Figura 4. Placas neuríticas en el cerebro de un paciente de EA con tinción de plata (Bossy-Wetzel et al., 2004). 
 
Asimismo, se ha encontrado que el depósito de A ocurre antes que otros eventos patológicos 
como la formación de ONF o la muerte neuronal, lo cual apoya la teoría amiloide de la enfermedad 
(Donev et al., 2009). En la Figura 5, se muestran las diferentes fases de desarrollo de la enfermedad que 
sustentan la teoría de la cascada amiloide. 
 
 
Figura 5. Fases presintomáticas y sintomáticas de la EA en base a la teoría de la cascada amiloide. 
 
La “hipótesis amiloide” (Figura 6) establece que la EA se inicia con la sobreexpresión del péptido 
A. La forma oligomérica soluble del péptido provocaría daños a nivel sináptico causando de forma 
directa déficits de memoria, mientras que los agregados amiloides generarían alteraciones en la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE). El atrapamiento del péptido A en el cerebro 
desencadena la cascada de neurotoxicidad que provoca la muerte celular por apoptosis, excitotoxicidad, 
inflamación y estrés oxidativo. Además, se ha descrito que la sobreexpresión del péptido activa la 
fosforilación de Tau a través de la GSK-3, promoviendo la formación de los ONF responsables del 
proceso neurodegenerativo a nivel intracelular (Morley et al., 2012).  
Se han descrito múltiples evidencias que apoyan esta teoría. Uno de los primeros indicios para 
su formulación fue la observación de que un porcentaje importante de casos de EA familiar de aparición 
precoz se producían por mutaciones de los genes APP, PS1 y PS2 (Bekris et al., 2010). Por lo general, 
estas mutaciones conducen a un aumento en la producción del A y del cociente A1-42/A1-40, aunque 
es un tema de debate si se produce un aumento tóxico o una pérdida de las funciones fisiológicas de 
APP y las PS (De Strooper, 2007; Wolfe, 2007). Asimismo, en base a las mutaciones de los genes APP, 
PS1 y PS2 asociados al desarrollo de EA familiar, se han generado multitud de modelos animales que 






Figura 6. Hipótesis de la cascada amiloide. Secuencia de efectos patogénicos que dan lugar a la EA (Morley et al., 2012) 
 
En cultivos celulares se ha demostrado la neurotoxicidad del péptido A (Pimplikar, 2009; 
Kawahara, 2010). Además, se ha observado que induce distintos efectos citotóxicos, como estrés 
oxidativo o alteraciones en la homeostasis del calcio que, directa o indirectamente, pueden conducir a la 
muerte neuronal (Evangelisti et al., 2012; Garcia-Escudero et al., 2013; Honarnejad et al., 2013). También 
es capaz de alterar la actividad de distintas quinasas como GSK-3β o Cdk5, causando hiperfosforilación 
de Tau y formación de ONF (Lopes et al., 2010; Cai et al., 2012). 
También existen evidencias en contra de la hipótesis amiloide. Por ejemplo, se han encontrado 
placas de amiloide en autopsias de personas de elevada edad sin signos de demencia (Morishima-
Kawashima et al., 2000). Además, los avances en las técnicas de neuroimagen in vivo como la retención 
del compuesto de Pittsburg (11C-PiB), que se emplea para visualizar A, también han mostrado depósitos 
en personas con una función cognitiva normal (Nordberg, 2008; Villemagne et al., 2008). 
En el caso de los modelos de ratón se ha observado que presentan déficits de memoria mucho 
antes de que las placas aparezcan en el cerebro (Lesne et al., 2008). También, se ha descrito que las 
mutaciones en PS1, que causan la gran mayoría de los casos de EA familiar, tienen efectos neurotóxicos 
que son independientes de la función -secretasa de la PS en el procesamiento de APP y la producción 
de A (Shen and Kelleher, 2007; Kallhoff-Munoz et al., 2008). Estos hallazgos requieren mayor estudio 
del proceso neurodegenerativo que se desencadena en la EA y de este modo aportar nuevas alternativas 
en la búsqueda de compuestos para la prevención y/o tratamiento de la enfermedad. 
 
4.1. TOXICIDAD DEL PÉPTIDO A 
El A se secreta de manera constitutiva en células normales en cultivo y se detecta como péptido 
circulante en plasma y en el líquido cefalorraquídeo (LCR) (Haass and Selkoe, 2007). El modelo 
propuesto para la formación de las placas de amiloide establece que, en condiciones fisiológicas, la 
neurona produce y secreta A en forma de monómeros y trímeros, que una vez en el fluido intersticial 
se expanden de forma controlada. Sin embargo, cuando por alguna razón el monómero se despliega, 
forman dímeros que darán lugar a las protofibrillas y a las placas de A (Larson and Lesne, 2012). 
Se han identificado numerosas enzimas que pueden estar implicadas en la degradación del 
péptido A en el cerebro. Algunas de ellas degradan el péptido en estado monomérico, otras lo hacen 
en su estado oligomérico y algunas otras lo hacen en el estado más agregado. 
Neprelisina: Metalopeptidasa de Zinc que actúa sobre una gran cantidad de sustratos como el glucagón, 




hasta el oligomérico. A nivel subcelular la neprelisina se localiza mayoritariamente anclada en la 
membrana de la superficie celular. 
Enzima degradante de insulina (IDE): Es una tiol-metalopeptidasa dependiente de Zinc, capaz de 
degradar diversos péptidos como la insulina, el glucagón, TGF-, etc. Degrada el A en su forma 
monomérica. A nivel subcelular, se encuentra mayoritariamente como una proteína soluble citosólica, 
aunque también puede detectarse en la superficie celular y en membranas intracelulares. 
Enzima convertidora de endotelina 1 (ECE-1): Es una metaloproteasa homóloga a la neprelisina que es 
capaz de degradar al A en su forma monomérica. 
Plasmina: Es una serin proteasa, que participa en la fibrinolisis. La plasmina es capaz de degradar el A 
desde monómeros hasta formas fibrilares. 
Los depósitos extracelulares del A se dividen en dos grupos principales, placas neuríticas y 
placas difusas. Las placas neuríticas contienen depósitos extracelulares de proteínas amiloides y se 
encuentran principalmente de forma filamentosa. Tanto en el interior como alrededor del depósito de 
amiloide se localizan neuritas distróficas que se encuentran a menudo dilatadas, tortuosas y están 
marcadas por anormalidades ultraestructurales, que incluyen lisosomas alargados, numerosas 
mitocondrias, y filamentos helicoidales apareados (PHF). Otra característica de las placas neuríticas es 
que se encuentran íntimamente asociadas con la microglía y la astroglía.  
El tiempo que tarda en formarse una placa neurítica es desconocido, pero estas lesiones 
probablemente evolucionen gradualmente en el tiempo, durante meses o incluso años. Muchas de las 
fibrillas de A encontradas en las placas neuríticas son de A1-42, sin embargo, también están formadas 
por el A1-40. El diámetro de éstas oscila entre 10-120 μm y la densidad y el grado de compactación de 
las fibrillas amiloides que componen el núcleo extracelular muestra gran variación entre placas (Selkoe, 
1991a). 
 
4.2. IMPLICACIÓN DEL A OLIGOMÉRICO 
En los últimos años, se ha descrito que son los niveles de las formas solubles del péptido A las que 
mejor correlacionan con la severidad de la enfermedad, sugiriendo que las formas solubles podrían tener 
un papel más importante en la enfermedad que los depósitos.  
Los agregados oligoméricos del péptido A se unen a lugares específicos de la membrana 
postsináptica induciendo la producción de la proteína Arc y por tanto interfiriendo en la plasticidad 
sináptica, bloqueando la formación de potenciales de larga duración (LTP) y potenciales de larga 
depresión (LTD). Asimismo, diversos estudios han mostrado que los agregados oligoméricos 
desestabilizan la homeostasis del calcio, inducen estrés oxidativo y estimulan la hiperfosforilación de Tau 
(De Felice et al., 2008). Estos datos señalan la oligomerización del A como un fenómeno que contribuye 
a la disfunción neuronal. El mecanismo preciso por el cual los oligómeros ejercen su papel neurotóxico 
en las neuronas es desconocido y actualmente se está realizando una intensa investigación para elucidar 
su papel patológico.  
Diversos estudios han mostrado los efectos neurotóxicos de los oligómeros solubles (Lublin and 
Gandy; Selkoe, 2008; Larson and Lesne, 2012), lo que ha hecho pensar que quizá las placas insolubles 
no sean las que desencadenan las alteraciones patológicas, sino que funcionen como reservorios de las 
formas oligoméricas. Aunque el papel de A sea más limitado de lo que se creía en un principio, no hay 
duda de que es uno de los factores que influyen en la patogénesis de la enfermedad. 
 
4.3. PAPEL PATOLÓGICO DEL A INTRACELULAR 
Varios autores han relacionado la acumulación intracelular del péptido A con los primeros déficits 




apoyan este hecho, tal como el desarrollado por Takahashi y col. (2002), quienes detectaron la presencia 
de A1-42 en la vecindad a la membrana de los cuerpos multivesiculares conteniendo enzimas 
lisosomales, que pueden ser considerados como endosomas tardíos en pacientes con EA, mediante 
microscopía electrónica (ME) (Takahashi et al., 2002). El mismo rasgo microscópico fue observado por 
Langui y col. (2004) en ratones transgénicos PS1xAPP, quienes correlacionaron la acumulación del A 
con un incremento en el volumen de los lisosomas en el aparato de Golgi. Además, mediante ME, 
detectaron epítopos para A, APP- C terminal, catepsina D, flotilina 1 en el lumen de los cuerpos 
multivesiculares. Los autores señalan que los cuerpos multivesiculares pueden liberar sus contenidos al 
espacio extracelular, sugiriendo una asociación de catepsina D con el péptido A en el espacio 
extracelular (Langui et al., 2004).  
También, se ha reportado que la acumulación del A en el interior de los cuerpos multivesiculares 
daña dicha vía a través de la inhibición del sistema proteasoma-ubiquitina (UPS) (Almeida et al., 2006). 
Estos datos demuestran que la acumulación del A intraneuronal genera consecuencias patológicas 
como la inhibición del proteasoma que a su vez produce un aumento de Tau. También se ha observado 
que la inhibición del proteasoma in vivo e in vitro favorece la vía amiloidogénica provocando el incremento 
de los niveles de A. Estos hallazgos sugieren que el proteasoma participa en la degradación del A 
(LaFerla y col., 2007). 
Por otro lado, diversos estudios que utilizan ratones transgénicos Tg2576 evidencian la 
acumulación del péptido A en el interior de las mitocondrias (Manczak et al., 2006), causando estrés 
oxidativo a nivel mitocondrial y alterando la homeostasis del calcio. Todo esto induce daños en la cadena 
transportadora de electrones aumentando la producción de radicales superóxido y la disminución en la 
producción de ATP (Mattson, 2004). Asimismo, en el modelo “knock-in” desarrollado por Sanofi-Aventis 
(APPSLPS1K1) se detecta una pérdida masiva de células principales en CA1/2 a partir de los 6 meses 
de edad relacionado con la presencia intracelular de A1-42, detectado por tinción con Tioflavina S (Casas 
et al., 2004). 
LaFerla y col (2007), muestran evidencias sobre la implicación del A intraneuronal en la 
disfunción sináptica y señalan que esta disfunción puede ser la base de los déficits cognitivos posteriores 
(LaFerla et al., 2007). En este sentido, el animal triple-transgénico desarrollado por estos autores, 
muestra la presencia de A intraneuronal a la edad de 4 meses, correlacionándose con el comienzo de 
los déficits cognitivos en su modelo animal.  
Estudios electrofisiológicos han revelado que aparentemente el A intraneuronal desencadena 
un profundo déficit en la formación de los LTP (Oddo et al., 2003a). Diversos estudios realizados en 
cultivos organotípicos hipocampales tratados con A oligomérico, indican que podrían inducir una 
disminución en la formación de los LTP. Esta disminución puede ser revertida al aumentar la hidrolasa 
L1 C-terminal de la ubiquitina (de las siglas en inglés UCHL1). Esta hidrolasa es un componente integral 
del UPS, dicho sistema se encuentra dañado como resultado de la deposición del A en los cuerpos 
vesiculares neuronales (Almeida et al., 2006). 
A en la hiperfosforilacion de Tau 
Los ONF, también descritos por Alzheimer en 1906, son agregados proteicos presentes en el interior de 
las neuronas, concretamente en el citoplasma de la neurona y en las dendritas proximales. En 1963, la 
ME permitió observar que los ovillos estaban formados por PHF. Pero no fue hasta 1986 cuando se 
describió por primera vez su principal componente, la proteína asociada a los microtúbulos Tau (Figura 





Figura 7. Ovillos neurofibrilares en un paciente de EA, marcados con un anticuerpo específico anti-PHF1 (Bossy-Wetzel et 
al., 2004) 
 
Tau es una molécula altamente soluble presente en todas las células nucleadas cuya principal 
función es la estabilización de los microtúbulos, esenciales para el transporte de vesículas y orgánulos 
entre el soma y las neuritas (Caviston and Holzbaur, 2006). Tau posee abundantes sitios susceptibles 
de fosforilación, y el balance fosforilación/defosforilación regula sus funciones fisiológicas (Obulesu et al., 
2011). Las quinasas que pueden fosforilar in vivo esta proteína se dividen en dos grupos; por una parte 
las quinasas que fosforilan residuos serina o treonina seguidos de prolina (Ser-Pro o Thr-Pro) y por otro 
lado las que fosforilan serina o treonina no seguidas de prolina. Dentro del primer grupo encontramos la 
GSK-3 y Cdk5; y dentro del segundo la proteína quinasa A y la B (PKA y Akt, respectivamente), la 
quinasa dependiente de calcio/calmodulina II (CaMKII) o la quinasa reguladora de afinidad de 
microtubulos (MARK) (Johnson et al., 2010). Por otro lado, la principal fosfatasa encargada de la 
defosforilación de Tau es la proteína fosfatasa 2A (PP2A). 
Cuando Tau es anormalmente hiperfosforilada, principalmente en los residuos Ser-Pro o Thr-
Pro, pierde su actividad biológica, se disocia de los microtúbulos, se transloca al compartimento 
somatodendrítico, se hace resistente a la degradación y se inducen cambios conformacionales que la 
hacen insoluble y finalmente polimeriza hasta formar los PHF, que son el principal componente de los 
ONF (Meraz-Rios et al., 2010; Metcalfe and Figueiredo-Pereira, 2010). 
La deslocalización de Tau altera por lo tanto la función de los microtúbulos, afectando al 
transporte de vesículas y orgánulos del soma a los axones (Muresan and Muresan, 2009). Las 
mitocondrias, encargadas del suministro de energía y la homeostasis del calcio, son las principales 
afectadas, y su depleción en los axones puede ser clave en el proceso de neurodegeneración (Pritchard 
et al., 2011). Además de la hiperfosforilación, el procesamiento de Tau por caspasas o por calpaínas 
juega un papel importante en la formación de los PHF, ya que el truncamiento de la proteína favorece la 
formación de filamentos, tal como se representa en la Figura 8 (Gamblin et al., 2003; Pritchard et al., 
2011).  
Los ONF no son exclusivos de la EA ya que también pueden encontrarse en la parálisis 
supranuclear, demencia pugilística, enfermedad de Pick, parkinsonismo postencefalítico y demencia 
frontotemporal (Hardy et al., 2006). Estas lesiones, junto con las lesiones axo-dendríticas, afectan al 
transporte axonal y por tanto a la funcionalidad sináptica y la viabilidad celular. 
Los ONF junto con las placas seniles constituyen los rasgos histopatológicos característicos de 
la enfermedad y permiten hacer un diagnóstico post mortem, sin embargo, al contrario que las placas de 
amiloide, éstos sí que se correlacionan en número y localización con el grado de severidad de la EA 
(Giannakopoulos et al., 2003), lo que ha hecho pensar que puedan contribuir a la muerte neuronal 






Figura 8. Oligomerización de Tau y formación de ovillos neurofibrilares. (Pritchard et al., 2011). 
 
En este sentido, diversos estudios apoyan la posible implicación de Tau como mediador de la 
toxicidad inducida por A (Crimins et al., 2013). Se ha descrito que las neuronas de ratones Tau-/- son 
resistentes a la degeneración de las neuritas mediada por A (Rapoport et al., 2002), o que la reducción 
de los niveles endógenos de Tau de un modelo APP de ratón al cruzarlo con un Tau-/- , mejoraba el 
déficit cognitivo sin alterar los niveles de A (Roberson et al., 2007). Aunque estos datos indican que Tau 
actuaría por debajo de A, las mutaciones en Tau son la causa de enfermedades neurodegenerativas 
como la demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17, en la que no hay 
patología mediada por A. 
Paralelamente a lo que sucede con las placas de amiloide, la toxicidad de Tau podría estar 
mediada por las formas no-agregadas, y no por los ONF (Hernandez and Avila, 2008). Se ha establecido 
un nuevo modelo en el que se observa activación de caspasas previa a la deposición de Tau. Al activarse, 
las caspasas procesan Tau, y esta polimeriza formando ovillos que también engloban a la proteína 
completa, lo que indicaría que en lugar de ser una causa, los depósitos de Tau son una consecuencia 
del proceso neurodegenerativo marcado por la activación de las caspasas. Los autores además indican 
que las neuronas no mueren inmediatamente tras la activación de las caspasas, ya que la apoptosis no 
se completa, sugiriendo que los ONF pueden ser un elemento protector (Avila, 2010; de Calignon et al., 
2010). 
A y estrés oxidativo  
Diversos trabajos relacionan los niveles excesivos de especies reactivas de oxígeno (ROS) con la 
etiología de la EA (Mattson, 2004; Butterfield et al., 2013; Kosenko et al., 2013). Se ha descrito que tanto 
el A oligomérico y diversas preparaciones solubles y/o agregados de los péptidos estimulan la 
producción de ROS y la peroxidación lipídica además de reducir los niveles del sistema antioxidante en 
diferentes cultivos de neuronas corticales (Yang and Lung, 2011; Butterfield et al., 2013; Fonseca et al., 
2013). 
Las formas oligoméricas solubles pueden provocar un incremento del estrés oxidativo alterando 
el metabolismo celular, provocando una entrada masiva de calcio, originando estrés oxidativo a nivel 
mitocondrial, provocando la oxidación lipídica que origina aldehídos tóxicos como el aldehído-4-
hidroxinonenal (HNE) y la acroleína que modifican las propiedades y funciones de canales, receptores y 
transportadores de membrana. Estos aldehídos son capaces de estimular la fosforilacion de Tau en las 
celulas neuronales y por lo tanto hacer que sean mas vulnerables a cualquier situación de estrés y 
finalmente inducen la activación de mecanismos de apoptosis (Mattson, 2004). 
Las mitocondrias son el principal centro de actividad metabólica celular, proporcionan ATP a la 
célula a través del proceso de fosforilación oxidativa, lo que las convierte en grandes productoras de 
estrés oxidativo. Por ejemplo, el daño oxidativo en la cadena de transporte de electrones puede hacer 




generando de esta forma más ROS. El resultado es un círculo vicioso en el cual los ROS producen estrés 
oxidativo que a su vez produce más ROS (Bonda et al., 2010).  
Múltiples evidencias apuntan a una disfunción mitocondrial con la edad en enfermedades 
neurodegenerativas como el EA. Dichas alteraciones se han descrito en cerebro, fibroblastos y células 
sanguíneas de pacientes, así como en modelos transgénicos de EA (Maruszak and Zekanowski, 2011). 
Las alteraciones mitocondriales más frecuentes en la enfermedad son las deficiencias en enzimas clave 
para el metabolismo oxidativo, como el complejo -cetoglutarato deshidrogenasa o el complejo piruvato 
deshidrogenasa, implicados en la reducción del oxígeno molecular (Su et al., 2008; Gibson et al., 2012). 
También, se han descrito múltiples mutaciones en el ADN mitocondrial (algunas exclusivas de 
EA) en pacientes con la enfermedad, que tienen consecuencias funcionales importantes para la 
mitocondria (Coskun et al., 2004). Debido a la proximidad a la cadena de trasporte de electrones, el ADN 
mitocondrial es más susceptible que el nuclear al daño oxidativo y la tasa de mutaciones es también 
mayor (Maruszak and Zekanowski, 2011). El incremento de mutaciones funcionales puede conducir a 
alteraciones en el número, la dinámica y la morfología de las mitocondrias, lo que altera sus funciones, 
entre ellas las metabólicas provocando daño neuronal (Wang and Youle, 2009). Las alteraciones del 
metabolismo energético, como la depleción de ATP o la disminución del consumo de glucosa en regiones 
específicas, también son características importantes de la EA que se asocian a la disfunción mitocondrial 
(Ferreira et al., 2010; Yao and Brinton, 2011). 
El péptido βA ejerce parte de sus efectos neurotóxicos generando estrés oxidativo e induciendo 
la oxidación de distintas biomoléculas: produce peroxidación de las membranas lipídicas, genera H2O2 y 
HNE en neuronas, además de dañar el ADN e inactivar transportadores como el de la glucosa (Mattson, 
2004; Butterfield et al., 2013).  
Se ha propuesto que el A actúa como una metaloenzima (Figura 9) capaz de generar radicales 
libres por unión a los iones Fe3+ y Cu2+ mediante los residuos de histidina que presenta su secuencia. La 
unión a estos metales de transición favorece la agregación del péptido y sus efectos pro-oxidantes 
(Roberts et al., 2012). De hecho, ambos metales aparecen acumulados en las placas de amiloide. Esta 
interacción provoca la reducción de los iones, con formación de peróxido de hidrógeno (H2O2) como 
subproducto. El H2O2 es altamente reactivo y difunde a través de la membrana siendo capaz de oxidar 
lípidos y proteínas intracelulares. 
 
Figura 9. Estrés oxidativo inducido por el βA (Mattson, 2004) 
 
La interacción entre la secuencia de A-Cu con el H2O2 induce la generación del radical libre 
más reactivo, el radical hidroxilo (OH˙) en la reacción de Fenton, el cual reacciona con lípidos, proteínas 




A su vez, el OH˙ reacciona con el A promoviendo su agregación por formación de enlaces cruzados de 
di-tirosinas entre péptidos de A y la subsecuente oligomerización covalente (Atwood et al., 2004). Los 
agregados de A podrían interactuar con la membrana celular favoreciendo el ingreso del calcio al medio 
intracelular e incrementando la producción de ROS (Haughey and Mattson, 2003).  
Además, se ha sugerido que el estrés oxidativo promueve la vía amiloidogénica de procesamiento 
del APP (Komatsu et al., 2007), incrementándose la producción de A que genera mayor producción de 
H2O2 (Bayer et al., 2006). Todas estas evidencias apoyan fuertemente la teoría amiloidogénica de la EA 
sugiriendo que la disfunción y degeneración de sinapsis neuronal en la EA podría involucrar el estrés 
oxidativo inducido por los agregados de A, que incrementan el daño oxidativo. 
El calcio está implicado en una enorme variedad de procesos fisiológicos, muchos de ellos 
neuronales, como el crecimiento y la diferenciación, la progresión del ciclo celular, la plasticidad sináptica, 
el aprendizaje y la memoria; y también en otros fisiopatológicos como la apoptosis y la degeneración 
(Bezprozvanny, 2009). Desde hace muchos años se ha observado el importante papel de la alteración 
de la homeostasis del calcio en el envejecimiento y en las enfermedades neurodegenerativas como la 
EA (Yu et al., 2009).  
La concentración de calcio intracelular es menor a la extracelular y, la regulación de su 
homeostasis se produce por distintos mecanismos. El calcio entra desde el medio extracelular al citosol 
a través de tres tipos de canales: i) los dependientes de voltaje, que permiten la entrada de calcio tras 
una despolarización de la membrana; ii) los dependientes de ligando, como los asociados al receptor 
NMDA de glutamato; o iii) los dependientes de almacenamiento, que se activan por la depleción de los 
depósitos intracelulares. Además, el RE, el principal almacén de calcio intracelular, puede liberar calcio 
al citosol a través de los receptores de rianodina (RyR) o de IP3 (Inositol trifosfato).  
Las bombas de calcio Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática y las del RE (SERCA) retiran el 
calcio del citosol y lo transportan en contra de gradiente hacia el exterior celular en el primer caso, y 
dentro del retículo en el segundo para mantener el equilibrio (Hermes et al., 2010). Los canales de calcio 
de la mitocondria están menos caracterizados. Existe al menos un intercambiador de Na+/Ca2+ que libera 
Ca2+ al citosol y un unitransportador y un receptor de rianodina que introducen calcio en la mitocondria 
(Hoppe, 2010). 
Los sistemas de regulación del calcio experimentan alteraciones con el envejecimiento. Las 
consecuencias son un incremento en los niveles de calcio intracelular, mayor entrada de calcio a través 
de los canales dependientes de voltaje tipo L, mayor liberación desde el RE a través de los receptores 
de IP3 y rianodina, disminución de la capacidad tamponadora citosólica y activación de calcineurina y 
calpaínas (Thibault et al., 2007), proteasas implicadas en la muerte neuronal por apoptosis en la EA 
(Raynaud and Marcilhac, 2006).  
La mitocondria también participa en la homeostasis del calcio ya que sirve de almacén temporal 
en respuesta a incrementos en la concentración citosólica, por lo que las alteraciones mitocondriales 
relacionadas con el estrés oxidativo se relacionan también con una disfunción en la regulación del calcio 
(Yu et al., 2009). Además, si la concentración citosólica de calcio es muy elevada y la captación por la 
mitocondria es excesiva, se produce un aumento en la producción de ROS, se inhibe la síntesis de ATP 
y se libera citocromo c dando lugar a apoptosis y muerte celular (Supnet and Bezprozvanny, 2010; Rasola 
and Bernardi, 2011). El estrés oxidativo en la EA también se relaciona con la disfunción del calcio a través 
de la peroxidación de las membranas lipídicas. La generación de lípidos neurotóxicos, como el HNE, 
altera la función de proteínas de membrana implicadas en el transporte iónico como la Ca2+-ATPasa o 
los canales dependientes de voltaje.  
Por su parte, las mutaciones en los genes de las PS pueden alterar directamente la homeostasis 
del calcio, ya que interaccionan con tres componentes clave de su regulación: los receptores de IP3, los 




pueden actuar como canales de calcio de goteo del RE. Las mutaciones en las PS hacen que la proteína 
pierda esa función y se produzca una sobrecarga de calcio en el RE que puede desencadenar una 
respuesta apoptótica (Bezprozvanny, 2010). Los productos del metabolismo de APP y A pueden 
aumentar la concentración intracelular de calcio actuando sobre los canales o formando poros en la 
membrana, entre otros mecanismos (Yu et al., 2009). 
Además de los reservorios intracelulares, como el RE o la mitocondria, la célula cuenta con 
moléculas tamponadoras citosólicas que se unen al calcio intracelular, regulan sus niveles y están 
implicadas en una gran variedad de rutas de señalización (Gilabert, 2012). Entre ellas destacan la 
calmodulina y la calbindina, cuyas alteraciones también se han descrito en la EA (Riascos et al., 2011).  
El calcio media el daño neuronal causado por excitotoxicidad cuando se produce una 
sobreactivación de los receptores de glutamato. La unión excesiva de glutamato al receptor NMDA 
conlleva a un aumento del calcio citosólico que puede inducir apoptosis a través de calcineurina o 
calpaínas, además de alterar otros orgánulos sensibles como las mitocondrias (Dong et al., 2009). En 
este sentido, la memantina, un antagonista de los receptores NMDA, es un fármaco aprobado para el 
tratamiento de la EA. 
Los lípidos cumplen un papel muy importante en los organismos vivos porque, además de su 
alto aporte energético, participan en la regulación metabólica (hormonas, vitaminas, prostaglandinas, 
etc.) y son importantes componentes de las membranas biológicas (fosfolípidos y esteroles). Todas las 
células, incluyendo las neuronas, están rodeadas por una membrana celular que las separa del medio 
extracelular. Esta membrana contiene enzimas, canales, receptores y antígenos que juegan un papel 
vital en la interacción de la célula con otras células, hormonas y otros agentes reguladores del líquido 
extracelular, pero la estructura básica de estas membranas biológicas es la bicapa lipídica que funciona 
como una barrera de permeabilidad selectiva. De esta manera, los lípidos regulan los procesos celulares 
asociados a las membranas biológicas, como por ejemplo el transporte y la comunicación celular, por lo 
que son esenciales para el normal funcionamiento de estas membranas celulares.  
El cerebro posee condiciones que lo hacen particularmente vulnerable al daño oxidativo, tales 
como i) Altos niveles de lípidos insaturados, ii) Elevado consumo de oxígeno aproximadamente el 15 % 
del total disponible iii) Concentraciones altas de iones de metales que participan en reacciones rédox y 
iv) Sistemas antioxidantes relativamente pobres.  
El péptido βA1-42 se puede encontrar en varios estados agregados tales como monómeros, 
oligómeros, protofibrillas y fibrillas, entre los que la forma oligomérica de βA1-42 es considerada la más 
neurotóxica (Glabe, 2005). El aumento de la toxicidad asociada con βA1-42 oligomérico radica en la 
capacidad que tiene para interactuar con la bicapa fosfolipídica en la que al parecer produce peroxidación 
de los lípidos de la membrana neuronal. Mark y col. (1997) demostraron que la adición del péptido βA1-
42 a las neuronas favorecía la formación de HNE (Mark et al., 1997). También existe amplia evidencia 
experimental de que la metionina en el residuo 35 de βA1-42 es particularmente importante para su función 
oxidativa (Butterfield and Boyd-Kimball, 2005; Butterfield et al., 2007). La metionina puede sufrir oxidación 
de un electrón para formar un catión radical sulfuranilo que posee la capacidad de captar un átomo de 
H- alílico de las cadenas de acilo insaturadas de moléculas de lípidos, lo que conduce a la iniciación de 





Figura 10. Papel de Met-35 del βA1-42 en la peroxidación lipídica (Butterfield et al., 2010) 
 
La peroxidación lipídica produce una pérdida de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) de la 
membrana provocando finalmente la alteración de su estructura, fluidez y permeabilidad. Cuando este 
fenómeno acontece sobre los fosfolípidos de las lipoproteínas plasmáticas, éstas aumentan 
significativamente su poder aterogénico. Los antioxidantes pueden formar complejos estables con estos 
intermediarios oxidantes impidiendo su acción catabólica. Además, dependiendo de su coeficiente de 
partición y potencial rédox, los antioxidantes pueden actuar libremente en la interfase celular 
comportándose como potentes protectores de células y lipoproteínas o estabilizando antioxidantes 
lipofílicos que previenen la peroxidación lipídica. 
La detección y medida de la peroxidación lipídica ha sido muy utilizada en el estudio de la 
influencia del estrés oxidativo en distintas patologías como la EA. Para determinar el grado de oxidación 
lipídica, se puede cuantificar el contenido de malondialdehído (MDA) en suero, orina o muestras de tejido. 
Pero existen otros metabolitos igualmente válidos que requieren tecnologías más sofisticadas, como es 
el caso de compuestos volátiles (pentano, etano), 8-2-isoprostanos, HNE, acroleína, etc. 
La mayoría de estudios que determinan marcadores de peroxidación lipídica en sangre de 
paciente con EA han encontrado niveles elevados de éstos, con respecto a grupos control (Gustaw-
Rothenberg et al., 2010). También diversos autores han valorado los niveles de sustancias reactivas al 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) en cerebros de pacientes con EA y deterioro cognitivo leve (DCL) 
encontrando niveles elevados con respecto a cerebros sanos (Keller et al., 2005). 
La concentración de MDA es una medida de la peroxidación lipídica. En estudios postmortem de 
cerebros de pacientes que habían padecido EA se encontraron concentraciones de MDA 
significativamente superiores a las que había en el cerebro de individuos de edades semejantes que 
habían fallecido por otras causas. El MDA por sí mismo se clasifica como nocivo, ya que puede unirse in 
vivo a cadenas de ADN, desencadenando mutaciones. 
Algunos estudios han mostrado un incremento de la peroxidación lipídica al encontrar un 
aumento de MDA en plasma (Gustaw-Rothenberg et al., 2010; Padurariu et al., 2010) y cerebros de 
pacientes con EA, aunque otros estudios han corroborado el incremento de la peroxidación lipídica con 






4.4. A Y RESPUESTA INFLAMATORIA 
Existen evidencias de que la neuroinflamación podría ser una de las causas implicadas en el desarrollo 
de la EA (Hensley, 2010; Li et al., 2011; Obulesu and Jhansilakshmi, 2013), pues se ha observado que 
la respuesta inflamatoria es local e innata, y aunque en un inicio puede ser beneficiosa, cuando es 
excesiva o no termina de una manera correcta, se vuelve crónica y puede causar alteraciones neuronales 
(Hoozemans et al., 2011). 
El SNC posee un sistema inmune endógeno que es coordinado por células inmunocompetentes, 
como son las células de la microglía. La microglía constituye el 10% de las células en el sistema nervioso 
y representa la respuesta inmune innata en el cerebro, la primera línea de defensa ante estímulos 
patogénicos (Ransohoff and Brown, 2012). En condiciones patológicas, estas células se activan, migran, 
rodean las células muertas o dañadas y fagocitan los restos, de manera similar a los macrófagos (Heneka 
et al., 2010). Tanto la microglía como los astrocitos activados característicos de la EA expresan 
numerosos mediadores de la inflamación, entre los que se incluyen ROS y especies reactivas de 
nitrógeno (RNS) que les permiten atacar a los patógenos (Hensley, 2010). 
En la EA, se ha observado que se produce activación de la microglía desde etapas tempranas 
(Cagnin et al., 2001) y numerosos estudios apuntan a que su activación se produce en respuesta a la 
deposición del péptido A (Barger and Harmon, 1997; Browne et al., 2013; Wang et al., 2013a). Hensley 
y col. (2010) reportaron que las placas de amiloide se encuentran asociadas con astrocitos reactivos, 
microglía activada y marcadores de neuroinflamación (Hensley, 2010). Además, Sastre y col (2008), 
apoyando esta asociación, describieron que los mediadores de la inflamación pueden incrementar la 
producción de A, retroalimentando el ciclo patogénico (Sastre et al., 2008). Sin embargo, se ha 
postulado que en etapas muy tempranas de la enfermedad, la activación de la microglía puede reducir 
la acumulación del A, aumentando su fagocitosis y favoreciendo su degradación (Frautschy et al., 
1998). 
Por otro lado, diversos trabajos evidencias que las caspasas implicadas en apoptosis como la 8 
y 3/7, son capaces de activar la microglía en ausencia de muerte neuronal (Burguillos et al., 2011). La 
activación de la microglía se desarrolla con un aumento en el número de células y cambios morfológicos, 
que suponen pasar de la morfología en reposo a una morfología activada caracterizada por presentar un 
pequeño soma y múltiples ramificaciones (Kettenmann et al., 2011). Además, la activación de la microglía 
supone la secreción de mediadores de la inflamación como citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas, 
derivados del óxido nítrico (NO), ciclooxigenasa 2 (COX-2) o radicales libres (Kiyota et al., 2009). 
Precisamente, los pacientes con EA presentan niveles elevados de los mediadores inflamatorios, como 
IL-1, IL-6, TNF- o TGF- (Transforming Growth Factor ) y la producción sostenida de estas 
moléculas pueden contribuir a la activación progresiva de la apoptosis y provocar la muerte de las 
neuronas (Sastre et al., 2006; Block et al., 2007). 
Los astrocitos, que constituyen las células más abundantes de la glía, son células no neuronales 
del sistema nervioso que proporcionan soporte y protección a las neuronas, regulando su homeostasis 
(Li et al., 2011). Los astrocitos se activan en respuesta a un daño en un proceso denominado astrogliosis 
reactiva, que se caracteriza por aumento en la proliferación, cambios morfológicos y elevada expresión 
de algunas proteínas, como la proteína fibrilar acídica glial (GFAP) que les permiten llegar a la zona 
dañada (Sofroniew and Vinters, 2010). En casos severos, la astrogliosis reactiva puede acabar formando 
lo que se conoce como cicatriz glial, una acumulación de astrocitos reactivos rodeados de tejido 
conjuntivo, que separa las neuronas antes conectadas e impide el restablecimiento de nuevas 
conexiones neuronales (Sofroniew, 2009). En respuesta a distintos estímulos, los astrocitos reactivos 
secretan moléculas proinflamatorias y quimioquinas, como IL-1, IL-6, TNF- o TGF, que pueden estar 




En la EA, los astrocitos suelen aparecer rodeando a las placas de amiloide y formando pequeñas 
cicatrices alrededor de las mismas que podrían actuar como barreras neuroprotectoras (Sofroniew and 
Vinters, 2010). Además, son cruciales para la degradación de los depósitos del A (Wyss-Coray et al., 
2003) en un proceso mediado por ApoE, presente de forma muy importante en los astrocitos (Koistinaho 
et al., 2004). También, existen evidencias genéticas que apoyan el papel de la inflamación en el 
desarrollo de la enfermedad. Dos recientes estudios han identificado dos genes que podrían favorecer 
las predisposición a desarrollar EA: CLU y CR1, que codifican clusterina y el receptor 1 del complemento 
respectivamente, ambos implicados en la cascada de neuroinflamación (Guerreiro and Hardy, 2011).  
La cascada de neurodegeneración desencadenada por el A se representa en la Figura 11. Se 
ha descrito que a nivel de las células gliales el péptido A es capaz de inducir la síntesis de NO, ya que 
favorece la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS). Además, la iNOS es capaz de 
activar al receptor CD23 para la liberación de citoquinas como TNF- e IL-1. Además el NO es capaz 
de difundir rápidamente a las neuronas vecinas inhibiendo la respiración mitocondrial y favoreciendo la 
liberación de citocromo c oxidasa. El NO también reacciona con el ión superóxido y genera el radical 
peroxinitrito (ONOO-) el cual provoca daño a nivel de las proteínas, inhibe la respiración celular y activa 
cascadas de señalización de muerte neuronal. Las citoquinas como TNF- son capaces de activar 
directamente la muerte neuronal ya que son capaces de unirse a receptores que estimulan la apoptosis. 
Se ha descrito que ApoE puede ejercer actividades neurotróficas; sin embargo, el alelo ApoE4 estimula 
la síntesis de mediadores neuroinflamatorios como IL-1 retroalimentando la cascada (Spencer et al., 
2012). 
 
Figura 11. Inducción de neurodegeneración por activación de células gliales en la neuroinflamación. (Spencer et al., 2012). 
 
Los mediadores solubles de la inflamación comprenden una amplia variedad de moléculas de 
naturaleza proteica y de pequeño tamaño, entre las que podemos encontrar: 
Las citoquinas son un grupo de proteínas de bajo peso molecular (por lo general inferior a 30 
kDa), genética y estructuralmente diferentes, producidas de novo durante la respuesta inmune y de vida 
muy corta. Se inducen rápidamente en respuesta al daño tisular, infección o inflamación y ejercen 
acciones muy diversas mediante la unión a receptores de membrana de células dianas, iniciando una 
cascada de transducción de señales intracelulares que alteran el patrón de expresión génica. Muchas 
citoquinas son producidas en forma de precursores inactivos y su actividad puede verse regulada a 
diferentes niveles: transcripción, traducción, procesamiento postrasduccional, liberación celular, así 




En relación a la respuesta inflamatoria, las citoquinas se han clasificado clásicamente en 
proinflamatorias (TNF-, IL-1, IL-6) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10, TGF-). Sin embargo, hay que 
considerar que se trata de una simplificación, ya que la acción de las distintas citoquinas se caracteriza 
por sus atributos de pleiotropía, redundancia y sinergia, existiendo una superposición entre las funciones 
de las diferentes citoquinas (Turrin and Plata-Salaman, 2000). 
La mayoría de las citoquinas ponen en marcha un proceso de amplificación o ciclo de 
retroalimentación positiva que conduce a un aumento en su propia producción haciendo que la respuesta 
producida sea cada vez mayor. Entre las principales citoquinas que participan en los mecanismos de 
neuroinflamación se encuentran: 
 
Interleucina 1 (IL-1): Pertenece a una familia de tres proteínas estrechamente relacionadas, productos 
de genes diferentes. Los agonistas IL-1 e IL-1 ejercen acciones muy parecidas mediante su unión a 
receptores en la superficie celular (IL-1RI y II). El tercer miembro de la familia es la IL-1RA, es inhibitoria 
sobre las otras dos formas actuando como antagonista impidiendo la unión de IL-1 y  a sus respectivos 
receptores. La IL-1 puede producir respuestas en células con un bajo número de receptores porque activa 
una cascada compleja que da lugar a la amplificación de la señal (O'Neill and Dinarello, 2000). 
Aunque todas las células residentes en el SNC (astrocitos, neuronas y células del endotelio 
vascular) pueden expresar IL-1, después de un daño experimental en el SNC, infección o inflamación, la 
síntesis temprana de la IL-1 tiene lugar fundamentalmente en la microglía (Davies et al., 1999). Se ha 
descrito que la IL-1 contribuye a la pérdida neuronal en ensayos experimentales agudos y que participa 
en enfermedades neurodegenerativas crónicas. Así los niveles de IL-1 y TNF- aumentan en 
determinados estados neuropatológicos como la Esclerosis Múltiple, Esclerosis Lateral Amiotrófica 
(ELA), Enfermedad de Parkinson (EP), Epilepsia y EA (Simi et al., 2007). 
 
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-): Es producido principalmente por macrófagos activados y 
linfocitos T como una forma precursora de 26 kDa, pro-TNF, que se localiza en la membrana plasmática 
donde es procesada por una metaloproteasa de matriz extracelular, dando lugar a un heterodímero de 
17 kDa soluble (Bradley, 2008). 
En el SNC se expresa predominantemente en células gliales, especialmente microglía. Es uno 
de los mediadores centrales de la respuesta inflamatoria tisular implicado en la patogénesis de 
numerosas enfermedades neurológicas como la EA, ELA y la EP (Cai et al., 2013). El TNF- media sus 
efectos biológicos a través de sus receptores TNFRI (p55 p p60) y TNFFII (p75 o p80), que generan dos 
vías de señalización completamente diferentes. TNFRI se expresa de forma constitutiva en numerosos 
tejidos y pertenece a los llamados receptores de muerte, mediando respuestas de muerte por apoptosis. 
En cuanto a TNFRII, carece de dominio de muerte, típicamente se expresa en las células del sistema 
inmune y promueve una respuesta pro-supervivencia, está por ello implicado en las vías de reparación 
tisular y angiogénesis (He et al., 2007; Bradley, 2008). 
El TNF- es un potente estimulador del NF-kB, que promueve la expresión tanto de factores 
proinflamatorios, como la COX, y factores prosupervivencia, como el Bcl-2 (Akiyama et al., 2000). 
La neurotoxicidad inducida por el TNF- requiere la participación de otras citoquinas, la 
generación de ROS y la producción microglial y neuronal de NO a través de la activación de la enzima 
en su forma inducible iNOS (Weisman et al., 2006). 
 
Interferón gamma (IFN-): Homodímero de 34 kDa de peso molecular, es el único representante del 
grupo de interferones tipo II o inmunes. El IFN- es producido por las células T y las células NK (Natural 




determinadas situaciones. La inducción de la producción de IFN- en células no-T es activada por 
citoquinas, especialmente IL-12 sinérgicamente con otras citoquinas (Lieberman and Hunter, 2002). 
El IFN- posee una función antiviral, aunque los efectos más importantes del IFN- parecen ser 
la activación de los macrófagos, células presentadoras de antígeno (APCs) y células NK, así como la 
inhibición de células T-colaboradoras (Th2), dando lugar a una respuesta celular mediada por Th1 
(Schroder et al., 2004). Además promueve la vía clásica de activación de la microglía y la liberación de 
factores citotóxicos (TNF-), pudiendo estar implicado en enfermedades neurodegenerativas como la 
EA (Browne et al., 2013). 
 
Óxido nítrico (NO): Es un gas bioactivo implicado en diversos procesos fisiológicos y patológicos en 
distintos órganos y sistemas. Se sintetiza a partir de L-arginina gracias a la NOS, que posee varias 
isoformas: nNOS (neuronal) y eNOS (endotelial), ambas constitutivas y dependientes de calcio, e iNOS 
(inducible), independiente de calcio, que se expresa en varios tipos celulares entre los que se encuentran 
la astroglía y microglía. 
En general, bajas concentraciones de NO promueven la supervivencia y proliferación celular, 
mientras que niveles más altos favorecen la parada del ciclo celular, la apoptosis y la senescencia 
(Thomas y col 2008). Aunque el NO funciona generalmente, como neurotransmisor y como vasodilatador, 
el NO producido por la iNOS es citotóxico y está implicado en la patogénesis de algunas enfermedades 
neurodegenerativas (Hensley, 2010). 
El NO derivado de las células gliales activadas parece contribuir a la degeneración de los 
oligodendrocitos en enfermedades desmielinizantes y la muerte neuronal en enfermedades 
neurodegenerativas como la EA, EP, Enfermedad de Huntington (EH) y demencia asociada a VIH. Los 
estímulos que inducen la expresión de iNOS en las células gliales comprenden productos bacterianos 
como el lipopolisacárido (LPS) o el ADN bacteriano y una variedad de citoquinas. Algunas de estas 
citoquinas como IL-1 e IFN-, pueden inducir por si solas iNOS en las células gliales. Otras citoquinas, 
como TNF-, inducen iNOS en asociación con IL-1 e IFN-. Además, células del sistema inmune que 
atraviesan BHE (principalmente linfocitos T, pueden inducir la expresión de iNOS en células gliales 
estableciendo contactos con las mismas. 
La regulación de la expresión de iNOS se produce principalmente a nivel transcripcional, donde 
intervienen factores de transcripción como NF-kB y CREB, además de otras vías de señalización como 
la de las kinasas JAK-STAT. 
 
5. MECANISMOS MOLECULARES DE MUERTE NEURONAL EN LA EA 
Los tres principales mecanismos de muerte neuronal son la necrosis, la apoptosis y la autofagia. Mientras 
que la necrosis es un tipo de muerte aguda y no programada, caracterizada por lisis celular e inflamación 
causada por la liberación de los componentes celulares al medio extracelular, la apoptosis y la autofagia 
son mecanismos controlados y programados de muerte celular. 
 
5.1. APOPTOSIS 
Numerosas investigaciones apuntan a la apoptosis como el principal mecanismo de muerte neuronal en 
la EA. Morfológicamente, la apoptosis se caracteriza por la condensación de la cromatina, la disminución 
del tamaño nuclear, la compactación del citoplasma y la fragmentación del ADN que da lugar a los 
cuerpos apoptóticos que son finalmente fagocitados sin signos de lisis ni inflamación (Lee et al., 2012a). 
Bioquímicamente, la apoptosis está asociada a la activación de las caspasas, una familia de 
proteasas capaces de procesar una gran variedad de sustratos para finalmente dar lugar a la muerte 




tienen funciones relacionadas con la apoptosis, mientras que otras son caspasas proinflamatorias 
(Martinon y Tschopp, 2007). Dentro de las que tienen función apoptótica, se pueden clasificar en 
caspasas iniciadoras (caspasa-8, -9 y -10) o efectoras (caspasas -3, -6 y -7) (Pop y Salvesen, 2009). La 
activación de las caspasas está altamente regulada, por lo que se sintetizan como precursores en forma 
de procaspasas que necesitan ser activadas. Las caspasas iniciadoras se activan por dimerización y 
activan a su vez a las caspasas efectoras por proteólisis. 
El proceso apoptótico se puede iniciar por dos vías bien definidas, la extrínseca y la intrínseca. 
La vía extrínseca está asociada a señales del medio extracelular recibidas a través de los receptores de 
muerte, mientras que la vía intrínseca actúa en respuesta a estímulos como daño en el ADN, radiación 
UV (Wang y Youle, 2009) y se inicia cuando se producen cambios en la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial.  
La disfunción mitocondrial conduce a la alteración en el almacenamiento de calcio, generación 
de ROS y activación de NOS y modificación de la permeabilidad mitocondrial. La disfunción mitocondrial 
persistente altera el equilibrio energético mitocondrial y contribuye a la muerte neuronal a través de la 
liberación de citocromo c y otros factores proapoptóticos al citosol y, en última instancia, a la activación 
de caspasa 3 (Higgins et al., 2010). La activación de caspasa 3 puede contribuir a la neurodegeneración 
crónica a través de apoptosis mediante la eliminación de las neuronas que se han acumulado en 
agregados tóxicos (Figura 12). Por otra parte, la caspasa 3 puede desactivar las funciones de proteínas 
antiapoptóticas, alterando la protección de las neuronas y provocando muerte por apoptosis (D'Amelio et 
al., 2012). 
Numerosos hallazgos apoyan el papel de la apoptosis en la muerte neuronal en la EA, entre ellos 
el incremento de caspasas activas en el cerebro de pacientes, principalmente de caspasa 3 (Zhang et 
al., 2011). También se han detectado otras caspasas activas como caspasa 6 (Graham et al., 2011), 
caspasa 8 (Matsui et al., 2006) y caspasa 9 (Rohn et al., 2002; Pompl et al., 2003). Asimismo, se ha 
reportado la implicación de las caspasas en el procesamiento de Tau. Se ha descrito que la caspasa 3 
hidroliza Tau a nivel de la posición 421 para liberar una forma truncada de la proteína que se puede 
encontrar en los ONF característicos de la EA (Figura 12a) (Hyman and Yuan, 2012; Lee and Shea, 
2012). En la Figura 12b, se muestra una sección cerebral de un paciente con la EA en la que se utilizó 
un anticuerpo específico para el epítopo Tau Asp421 con la finalidad de identificar la presencia de estos 
fragmentos procesados por caspasa 3 en los agregados observados.  
 
Figura 12. Actividad de caspasa 3 sobre Tau y su participación en la formación de ovillos neurofibrilares. (Hyman and Yuan, 
2012) 
En modelos experimentales, se ha sugerido que la activación de las caspasas precede a la 
formación de los ONF, tal vez mediante la generación de este fragmento truncado de Tau, que es 
propenso a formar agregados (Hyman y Yuan 2012). También, APP puede ser sustrato de las caspasas, 
contribuir a la formación de A y generar péptidos neurotóxicos como C31 o Jcasp. Por otro lado, se ha 
descrito que el péptido A es capaz de activar caspasas favoreciendo la cascada neurodegenerativa 
(Zhang et al., 2011).  
D´Amelio y col. (2012) propusieron un modelo para explicar la implicación del péptido A en la 




provoca estrés mitocondrial, liberación del citocromo c, formación del apoptosoma y activación de 
caspasa 3. La caspasa 3 también podría estar implicada en la activación de GSK-3 que favorece la 
fosforilación de Tau, promoviendo la formación de los ONF, lo que contribuye a la degeneración sináptica 
(D'Amelio, Sheng et al. 2012). 
 
Figure 13. Implicación del péptido A en la pérdida de sinapsis nerviosas  (D'Amelio et al., 2012). 
 
Algunos autores han planteado que el proceso de muerte neuronal en la EA no se corresponde 
con el proceso apoptótico tradicional. La hipótesis se basa en que las células en cultivo emplean 
alrededor de 24 horas en completar el proceso, algo que contrasta con una enfermedad crónica como la 
EA (Jellinger, 2006). Además, el hecho de que en las neuronas no se encuentren eventos terminales del 
proceso, como condensación de cromatina o cuerpos apoptóticos, pero que si aparezcan signos 
tempranos de apoptosis como activación de caspasas iniciadoras o fragmentación del ADN (Nunomura 
and Chiba, 2000). Una vez iniciada la apoptosis, ésta no se completa, sino que se evita o al menos 
retrasa, un proceso que Raina y cols. denominaron abortosis (Raina et al., 2003). Este sería un 
mecanismo de supervivencia de las neuronas ante el ambiente proapoptótico en el que se encuentran, 
favorecido por la elevada presencia de proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2, rasgo característico 
en neuronas de pacientes que padecen la EA (Rohn and Head, 2008). 
 
5.2. AUTOFAGIA 
El proceso de autofagia es un mecanismo por el cual algunas proteínas, agregados proteicos y orgánulos 
son degradados por la célula en los lisosomas. Los objetivos son dos: emplear estos sustratos como 
fuente de energía para la síntesis de nuevas macromoléculas y deshacerse de estructuras perjudiciales 
para la célula (Mizushima and Klionsky, 2007). Existen tres subtipos de autofagia: macroautofagia, 
microautofagia y la mediada por chaperonas (Figura 14). 
 
Figura 14. Subtipos de autofagia que participan en la degradación de proteínas y componentes citosólicos celulares (Pallauf 




En la macroautofagia, regiones enteras del citosol englobando orgánulos, agregados proteicos 
o proteínas mal plegadas entre otros, quedan secuestradas en una vacuola de doble membrana, 
denominada autofagosoma, que posteriormente se fusiona con el lisosoma. En la microautofagia también 
se procesan regiones enteras del citosol, pero es la propia membrana lisosomal la que se invagina para 
captar los componentes citosólicos. La autofagia mediada por chaperonas como hsc70 degrada 
selectivamente proteínas que presentan una secuencia de aminoácidos concreta que éstas reconocen 
mediante el receptor LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A) (Pallauf and Rimbach, 
2013). 
Fisiológicamente, existe un nivel basal de autofagia responsable del correcto recambio de 
proteínas y orgánulos, que es muy importante, sobre todo en células quiescentes como las neuronas, ya 
que les permite deshacerse de proteínas citosólicas aberrantes cuya acumulación podría conducir a la 
muerte neuronal. Sin embargo, aunque la autofagia puede actuar como protector frente a estímulos 
agresivos, también puede convertirse en un mecanismo de muerte neuronal.  
Las alteraciones de la autofagia relacionadas con la edad podrían contribuir al desarrollo 
patogénico de enfermedades neurodegenerativas. La muerte celular por autofagia se caracteriza por la 
ausencia de condensación de cromatina y la presencia de numerosas vacuolas en el citoplasma (Amelio 
et al., 2011). En los pacientes con EA, se ha descrito la acumulación de autofagosomas disfuncionales 
en neuronas y neuritas distróficas (Boland et al., 2008; Scheper et al., 2011) que se han relacionado con 
la presencia de A1-42 y con el deterioro del sistema lisosomal con la edad. Este elevado número de 
vacuolas disfuncionales podrían conducir a la muerte neuronal porque la célula no podría hacer frente a 
la degradación de la gran cantidad de contenido citoplasmático acumulado en las mismas o por daños 
en la membrana de los autofagosomas que liberarían su contenido al citoplasma (Amelio et al., 2011; 
Soura et al., 2012). 
 
6. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
La vida en presencia del oxígeno molecular exige contar con una batería múltiple de defensa contra las 
ROS y/o RNS que, por un lado tiendan a impedir su formación y, por otro los neutralicen una vez 
formados. Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisiológicos que se encargan de eliminar estas 
especies reactivas, ocupándose de mantener el estado de equilibrio que existe entre sustancias 
oxidantes y antioxidantes. Estos sistemas comienzan por reducir el oxígeno y son los llamados 
antioxidantes. 
Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando está presente a bajas concentraciones en 
presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidación del mismo. La salud del organismo 
depende en gran medida de sistemas de defensa antioxidante que actúan frente al daño producido por 
especies radicalarias. 
En condiciones fisiológicas la concentración de antioxidantes es varios órdenes de magnitud 
superior a la concentración de ROS. A pesar de esto, la formación de ROS tiene lugar de forma continua 
pero controlada. El problema para nuestra salud se produce cuando nuestro organismo tiene que 
soportar un exceso de radicales libres durante años, producidos principalmente por contaminantes 
externos que penetran en nuestro organismo, y en el caso de la EA por el estrés oxidativo 
desencadenado por la acumulación del A. 
Las ROS se pueden producir tanto en medios acuosos como lipídicos y dentro o fuera de las 
células. Por ello para minimizar sus efectos dañinos existen antioxidantes hidrosolubles y liposolubles,  
intra- y extracelulares, lo que refleja la enorme importancia de estos mecanismos de defensa antioxidante 
frente a la oxidación. 
Las ROS pueden ser eliminadas mediante sistemas conformados por pequeñas moléculas 




regla general, la mayor concentración de antioxidantes enzimáticos es intracelular (aunque también 
poseen localización extracelular algunas enzimas como la superóxido dismutasa y algunas peroxidasas), 
mientras que la mayor concentración de la mayoría de antioxidantes no enzimáticos se encuentra en el 
líquido extracelular. En la tabla 2 se muestra una clasificación de los antioxidantes según el sitio donde 
ejercen su acción.  
 
Tabla 2. Clasificación de los antioxidantes según el sitio donde ejercen su acción. 

















Los antioxidantes pueden ser exógenos o endógenos según su procedencia. Los primeros son 
aportados principalmente por los alimentos, mientras que los endógenos son producidos por el mismo 
organismo como un mecanismo de defensa intrínseco. 
Los antioxidantes también se pueden clasificar en función de su mecanismo de acción: i) 
Antioxidantes de prevención, ii) Antioxidantes eliminadores de radicales libres (radical scavenger) y iii) 
Sistemas enzimáticos de reparación o de síntesis de novo.  
 
6.1. SISTEMAS ENZIMÁTICOS 
La función de los antioxidantes enzimáticos es prevenir la iniciación de las oxidaciones en cadena, 
reduciendo las especies radicalarias como radical superóxido (O2.-) y H2O2 a moléculas más estables, 
agua y oxígeno, al mismo tiempo que se evita la interacción entre las anteriores con metales de transición 
y así evitar la formación de la especie oxigenada más reactiva, el radical OH. (Figura 15). A grandes 










Superóxido dismutasa (SOD) 
Pertenecen a la familia de las metaloenzimas y se encuentran distribuidas en todos los organismos 
aeróbicos. Juegan un papel importante en el control de los niveles de O2.- en los compartimentos 
celulares ya que es capaz de acelerar la dismutación espontánea del O2.- hacia H2O2 y O2. 
Se aislaron por primera vez en 1939, por Man y Keilin a partir de los eritrocitos bovinos, aunque 
en este primer aislamiento no se asoció a ninguna actividad enzimática, siendo denominada 
hemocupreína por contener cobre. Posteriormente, McCord y Fridovich, en 1969, mostraron su 
capacidad enzimática para inhibir la oxidación de ferrocitocromo C por eliminación de O2.-, siendo 
renombrada como superóxido dismutasa (McCord and Fridovich, 1969). 
Hoy en día, se pueden localizar en mamíferos tres grandes familias separadas en base a los 
metales que contienen y/o su localización en la célula. Dos familias son intracelulares, las superóxido 
dismutasas cobre, zinc-dependientes (Cu,Zn-SOD o SOD1) y las manganeso dependientes (Mn-SOD o 
SOD2), y las superóxido dismutasas del espacio extracelular (Ec-SOD o SOD3). 
Las Cu,Zn-SOD, presentan un peso molecular de 32 kDa, estando constituidas por dos 
subunidades idénticas, con un átomo de cobre y otro de zinc cada una. De estos dos metales, el Cu es 
el que presenta la actividad catalítica, localizándose en el sitio activo de la enzima, mientras que el Zn 
desempeña una función básicamente estructural. Esta familia se localiza principalmente en el citosol de 
la célula y el gen que la codifica se encuentra en el cromosoma humano 21. 
Las Mn-SOD están constituidas por cuatro subunidades idénticas, con un átomo de Mn por 
unidad. Su peso molecular es de 80 kDa y su localización es primordialmente mitocondrial. El gen que la 
codifica se localiza en el cromosoma 6 humano.  
La Ec-SOD fue descubierta en tejido pulmonar. Es un tetrámero de 135 kDa que contiene un 
átomo de cobre por subunidad. Su gen se localiza en el cromosoma 4 humano. Esta SOD presenta 
menor actividad que las intracelulares. 
Las SOD están ampliamente distribuidas en todos los tejidos, salvo la Mn-SOD que no se localiza 
en eritrocitos. En humanos, las Cu,Zn-SOD, presentan mayor actividad en hígado y sustancia blanca del 
cerebro, y las Mn-SOD en hígado, corazón y páncreas. Las Ec-SOD son más activas en el espacio 
extracelular del útero, glándulas tiroideas y páncreas. 
El mecanismo general de actuación de las SOD se muestra en la siguiente ecuación: 
SOD-Mn + O2.-  SOD-Mn-1 + O2 
SOD-Mn-1 + O2.-+ 2H+  SOD-Mn + H2O2 
Es interesante la posible participación de las Cu,Zn-SOD en relación a las especies reactivas de 
oxígeno en la EA que desarrollan los pacientes con síndrome de Down. En este caso, ocurre una 
sobreproducción de SOD, ya que el gen que la codifica se encuentra en el cromosoma 21. Dicha 
sobreproducción no se encuentra acompañada de un incremento de glutation peroxidasa ni de catalasa, 
lo que conlleva a un aumento de la producción de H2O2, con los consecuentes efectos tóxicos (de Haan 
et al., 2003). 
 
Catalasa (CAT) 
Fue una de las primeras enzimas antioxidantes descritas. Se halla prácticamente en todas las células de 
animales y plantas (Deisseroth y Douce 1970). Se trata de una enzima intracelular ferriporfirínica, 
localizada principalmente en peroxisomas (80%) y en el citosol (20%). Se encuentra constituida por 4 
subunidades, cada una con un grupo hemo enlazado en su centro activo.  
La función de la catalasa es doble, ya que cataliza tanto la descomposición de peróxido de 




como pueden ser metanol, etanol, fenoles, etc., con el consumo de 1 mol de peróxidos [2] (actividad 
peroxídica). Dentro de los peróxidos consumidos se encuentra el H2O2 y los hidroperóxidos de alquilo, 
siendo en este caso la reactividad de la catalasa inversa a la longitud de la cadena. 
            H2O2  2H2O + O2……………………..[1] 
ROOH + AH2  ROH + H2O + A………………[2] 
El que predomine la reacción [1] o la reacción [2] va a depender de la concentración de 
donadores de hidrógeno y de la concentración o producción de H2O2 en el sistema. Se ha observado que 
la descomposición de H2O2 es muy rápida, mientras que las reacciones peroxidantes son relativamente 
lentas. En ambas reacciones, lo primero en formarse es un complejo primario entre H2O2 o el 
hidroperóxido y el hierro del grupo prostético [1], dando lugar a la formación del complejo activo I, el cual 
reacciona con otra molécula de hidroperóxido para dar finalmente agua y oxígeno [2]. 
P-Fe3+-OH + H2O2  P-Fe3+-OOH + H2O…………...[1] 
P-Fe3+-OOH + H2O2  P-Fe3+-OH + H2O + O2……..[2] 
La CAT presenta una baja afinidad por el H2O2, es decir necesita altas concentraciones del 
mismo para poder trabajar rápido, aunque se ha observado una rápida inactivación de la actividad de 
CAT a concentraciones de H2O2 superiores a 0,1 M por formación de los complejos inactivos II y III. 
También se ha observado la inactivación de CAT por el O2.-. 
La concentración de esta enzima es distinta en los diferentes órganos o compartimentos. Así, en 
plasma su concentración es bastante baja, encontrándose prácticamente ausente en cerebro, aunque su 
actividad puede ser inducida por el factor de crecimiento nervioso, siendo muy activa en hígado y 
eritrocitos. Además, se ha observado que puede ser liberada por células necrosadas, autolimitando la 
extensión del daño por radicales libres.  
 
Glutation peroxidasa (GPx) 
Las GPx constituyen un conjunto de enzimas que catalizan la reacción de hidroperóxidos con el glutation 
reducido (GSH), dando lugar a la formación de glutation oxidado (GSSG) y el producto de reducción de 
hidroperóxidos: 
ROOH + 2GSH  ROH + H2O + GSSG 
El radical R puede ser cualquier grupo orgánico, aromático o alifático, o simplemente hidrógeno, 
siendo en este caso el sustrato ROOH. 
En los organismos vivos se encuentran dos grandes grupos, las GPx selenio dependientes (GPx-
Se) y las selenio independientes (GPx-no-Se). Las primeras son tetraméricas, conteniendo selenio en 
forma de enlaces covalentes selenio-cisteína en su centro activo. Son activas frente a hidroperóxidos 
orgánicos y H2O2, localizándose primordialmente en el citosol (70%) y en menor cantidad en las 
mitocondrias (30%), en la matriz mitocondrial y en lugares de contacto entre la membrana externa e 
interna mitocondrial. Estas enzimas en la mayoría de los animales son las responsables de la mayor 
fracción de actividad peroxidasa.  
El mecanismo de acción de las selenio-dependientes sigue el siguiente esquema de reacción: 
ROOH + E-CysSeH   E-CysSeOH + ROH 
E-CysSeOH + GSH   E-CysSe-SG + H2O 
E-CysSe-SG + GSH  E-CysSeH + GSSG 
En mamíferos también se ha descrito otro grupo de GPx-Se, que son formas isoenzimáticas, que 
a diferencia de las anteriores están constituidas por una sola unidad, y actúan sobre hidroperóxidos de 




mostrando su actividad principalmente a nivel de las membranas. Sin embargo, son menos activas sobre 
H2O2, presentando igual reactividad frente a hidroperóxidos de ácido linoleico y siendo las únicas activas 
sobre hidroperóxidos de fosfolípidos. 
Las GPx-no-Se no requieren selenio para su actividad catalítica, descomponen sólo 
hidroperóxidos orgánicos. Se localizan en el citosol, mitocondrias y fracciones celulares que contengan 
membranas. Esta actividad peroxidasa es llevada a cabo por las glutation transferasas, las cuales se ha 
observado que aumentan su actividad peroxidasa, disminuyendo su actividad transferasa, en situaciones 
de estrés oxidativo; este aumento y cambio de actividad ha sido observado en microsomas hepáticos de 
rata entre otros órganos y especies. 
 
Glutation reductasa (GR) 
Se trata de una flavoproteína localizada en el citosol y mitocondrias de la mayoría de los tejidos. Actúa 
catalizando la reducción del fosfato de nicotinamida adenindinucleótido (NADPH) dependiente del GSSG 
hacia GSH [1]. A su vez, el NADP+ se regenera reduciéndose a través de la vía de las pentosas fosfato 
(glucosa 6P  gluconato). 
NADPH + H+ + GSSG  NADP++ 2GSH ….....[1] 
Está constituida por dos subunidades idénticas, presenta un peso molecular de 100 kDa y como 
grupo prostético a flavín adenín dinucleótido. Su importancia radica en la capacidad de mantener los 
niveles de GSH, el cual juega un papel importante en el mantenimiento del poder reductor celular.  
 
6.2. SISTEMAS NO ENZIMÁTICOS 
En este apartado nos centraremos en el principal antioxidante no enzimático del organismo, el glutation. 
Las células presentan diferentes compuestos de defensa antioxidante como la vitamina A, vitamina C, 
vitamina E, coenzima Q, -caroteno, y diferentes estudios incluyen a los flavonoides. 
 
Glutation 
El tripéptido glutation (-L glutamil-L-cisteinílglicina) se encuentra ampliamente distribuido en las células 
de animales, plantas y microorganismos. Es el compuesto tiólico presente en mayor concentración en 
todas las células (Meister, 1988). Participa en distintas funciones como la detoxificación de xenobióticos, 
el mantenimiento de los grupos sulfhidrilo de las proteínas en su estado reducido, como cofactor de varias 
enzimas y constituye la forma de almacenamiento y transporte de la cisteína en la célula. Sin embargo, 
su función más importante es la de antioxidante intracelular, desempeñando un papel crucial en la 
defensa celular frente al estrés oxidativo y nitrosativo. 
En su acción antioxidante, el glutation puede combinarse de forma no enzimática con distintos 
radicales libres como O2.-, OH. y NO, o actuar como donador de electrones en la reducción de peróxidos, 
en una reacción catalizada por la GPx. En ambos casos, el producto final es el GSSG. El H2O2, el NO y 
el ONOO- reaccionan con el GSH mayoritariamente (>90%) mediante este mecanismo (Radi et al., 1991). 
El GSSG así formado es el sustrato de la flavoenzima GR que transfiere electrones del NADPH al GSSG, 
regenerando de esta forma el GSH. El estado redox celular viene determinado por la relación entre 
moléculas oxidadas y reducidas en la célula. En condiciones normales, el GSH representa el 98% del 
glutation total intracelular. Al ser el glutation el antioxidante mayoritario, incluso la oxidación de una 
pequeña cantidad de GSH a GSSG puede producir importantes cambios en el estado rédox celular.  
La concentración intracelular de GSH es un factor determinante de la vulnerabilidad neuronal al 
ONOO- (Radi et al., 1991; Bolanos et al., 1995; Brito et al., 2006). De hecho, la concentración intracelular 
de GSH disminuye drásticamente cuando las neuronas se exponen a ONOO- endógeno o exógeno (Brito 




astrocitos cuando en éstos disminuye drásticamente las concentraciones intracelulares de GSH (Barker 
et al., 1996). En este sentido, es importante resaltar que los astrocitos disponen de una alta concentración 
intracelular de antioxidantes, como el GSH y vitamina E, que no poseen las neuronas, diferencia que 
puede explicar, al menos en parte, la resistencia de los astrocitos frente a la citotoxicidad del ONOO-. 
Por otro lado, la activación del ciclo de las pentosas fosfato por H2O2 o por el ONOO- incrementa la 
disponibilidad de NADPH, necesario para la regeneración de GSH a partir de GSSG. 
 
6.3. SISTEMAS DE DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS Y EA  
Los dos principales sistemas proteolíticos responsables del recambio de las proteínas celulares son el 
sistema lisosomal y el proteasoma (Figura 16). Además de estos dos, la mitocondria tiene su propio 
sistema proteolítico.  
El sistema lisosomal es el responsable de la degradación del 10% de las proteínas celulares, 
principalmente proteínas extracelulares o de la superficie celular, orgánulos y regiones completas de 
citosol en respuesta a cambios en las condiciones ambientales y a diferentes agentes estresantes 
(Ciechanover, 2005).  
El proteasoma es un complejo enzimático multicatalítico de gran tamaño presente en el citosol, 
en la cara citosólica de la membrana plasmática y en el núcleo. Se estima que el proteasoma es el 
responsable de la degradación del 80-90% de las proteínas celulares incluyendo reguladores del ciclo 
celular, factores de transcripción, oncogenes y genes supresores de tumores, proteínas anormales o 
dañadas, e incluso tiene un papel central en la proteólisis selectiva de antígenos para su presentación 
con las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase I (MHC-I). De ahí su importancia en 
un gran número de procesos celulares. Por tanto, el proteasoma puede ser entendido como un gran 
centro de procesamiento y reciclaje de proteínas celulares (Ciechanover, 1998). 
 
 
Figura 16. Principales sistemas proteolíticos celulares. 
 
El proteasoma está formado por un núcleo catalítico (proteasoma 20S) que correspondería a la 




Es un complejo multimérico de unos 700 kDa, formado por cuatro anillos heptaméricos. Los dos anillos 
externos están compuestos por siete proteínas que se denominan subunidades , mientras que los dos 
anillos internos los forman siete proteínas denominadas subunidades  (Figura 17). En procariotas, tanto 
las subunidades  como las  son idénticas, sin embargo, en eucariotas las secuencias se han 
diversificado en 7 subunidades  y 7 subunidades  diferentes, codificadas por 14 genes distintos (Volker 




Este complejo puede dividirse en tres cámaras: la cámara interna o catalítica, formada por la 
región de unión de los dos anillos beta, y dos antecámaras externas formadas por la región de unión de 
un anillo alfa y uno beta, que se aseguran que sólo proteínas desplegadas puedan entrar a la cámara 
central catalítica (Groll y col. 1997). 
 
 
Figura 17. Estructura del complejo 20S. (Jung et al., 2009) 
 
De todas las subunidades que forman el proteasoma 20S, sólo tres son proteolíticamente activas 
en el proteasoma maduro, siendo responsables de las actividades catalíticas del mismo: 
 1 hidroliza preferentemente enlaces peptídicos en el extremo carboxilo de aminoácidos ácidos 
(actividad PGPH o peptidylglutamyl-peptide hydrolysing activity). 
 2 hidroliza preferentemente enlaces peptídicos en el extremo carboxilo terminal de aminoácidos 
básicos (actividad T-L o trypsin-like activity). 
 5 hidroliza preferentemente enlaces peptídicos en el extremo carboxilo de aminoácidos 
hidrofóbicos (actividad CT-L o chymotrypsin-like activity). 
Estudios genéticos han establecido un orden de importancia entre las diferentes actividades 
catalíticas del proteasoma, siendo la actividad CT-L la más importante, seguida de la actividad T-L y por 
último la PGPH. Este orden se sustenta en el hecho de que  dobles mutantes 5/1 y 2/1 son viables 
mientras que 5/2 no lo son (Heinemeyer et al., 2004). El mecanismo proteolítico del proteasoma 
consiste en un ataque nucleofílico llevado a cabo por el grupo hidroxilo (-OH) de una treonina N-terminal 
presente en las tres subunidades catalíticas  (Figura 18). 
 
Figura 18. Estructura de una subunidades  del proteasoma. La treonina N-terminal constituye el grupo activo en el centro 
proteolítico de la subunidad  y está marcado en rojo (Jung et al., 2009).  
La puerta central formada por las subunidades  está normalmente cerrada por el extremo N-
terminal de las siete subunidades , lo que mantiene al proteasoma en un estado proteolíticamente 
inactivo (Groll y col. 2000). Para ello, el extremo N-terminal de la subunidad 3 interacciona con residuos 
conservados en las otras subunidades. La deleción del extremo N-terminal de la subunidad 3 tiene 




La degradación de proteínas se hace de forma progresiva, dando lugar a péptidos de 3 a 20 
residuos, con una longitud media de 8 a 9 residuos, que son posteriormente degradados en su totalidad 
por peptidasas citosólicas (Groll, y col 1997; Heneymer y col 1997). La principal función del proteasoma 
20S es la degradación de proteínas oxidadas en un proceso que no requiere ATP (Davies, 2004). 
El barril catalítico que forma el proteasoma 20S se encuentra normalmente cerrado y puede 
abrirse y pasar a una forma activa, bajo diversas condiciones (tratamiento con calor, adición de 
detergentes a bajas concentraciones, etc.). Sin embargo, la apertura de los anillos  también puede 
inducirse mediante la unión de complejos reguladores como son: PA700 (19S) o PA 28 (11S). 
 
Proteasoma 26S 
Se forma por la unión de dos complejos reguladores 19S o PA700 al núcleo 20S (Glickman et al., 1998). 
La principal función del proteasoma 26S en la degradación de proteínas que han sido previamente 
marcadas con ubiquitina, aunque también puede degradar otras proteínas no ubiquitinadas. El complejo 
19S (o PA700), formado por 18 subunidades puede dividirse a su vez en dos partes denominadas base 
y tapadera (Glickman et al., 1999). La base está compuesta por 8 subunidades, seis de las cuales tienen 
actividad ATPasa (Rpt 1-6) y pertenecen a la familia AAA (ATPases associated with a variety of celular 
activities). Estas serían las responsables del desplegamiento de las proteínas, necesario antes de la 
translocación de la misma a la cámara proteolítica, además de la apertura de las puertas del complejo 
20S debido al desplazamiento de los extremos N-terminal de las subunidades , que permiten a la 
proteína entrar en la antecámara (Strickland et al., 2000). Las otras dos subunidades (Rpn1 y Rpn2) 
actúan como reguladores. La parte superior de la partícula reguladora 19S se denomina tapadera y 
estaría compuesta por al menos 10 subunidades no-ATPasas. Estas subunidades contienen los sitios de 
unión para los sustratos ubiquitinados (proporcionando especificidad a la proteólisis), sustratos no 
ubiquitinados y las enzimas que participan en la hidrólisis y reciclaje de las cadenas de poliubiquitina. Es 
decir, la tapadera se encargaría de eliminar la cadena de ubiquitina, que sería reutilizada, antes de su 
entrada en el interior del proteosoma (Figura 19). 
 
         Figura 19. Estructura del proteasoma 26S. (Jung et al., 2009) 
En la EA se han descrito alteraciones en la funcionalidad del proteasoma (Tai et al., 2012). En 
concreto, el trabajo de Keller y col. (2000) describe una disminución de su actividad en áreas afectadas 
selectivamente por la EA, como el hipocampo o la corteza (Keller et al., 2000c). Las proteínas mal 
plegadas que escapan a la degradación suelen agregarse debido a que exponen una gran cantidad de 
residuos hidrofóbicos. De modo que las alteraciones en la actividad del proteasoma podrían relacionarse 
con la presencia característica de agregados proteicos y proteínas oxidadas en la EA. Estos, además, 
pueden exacerbar la disfunción del proteasoma (Oddo, 2008). Otra evidencia de la alteración de este 
sistema en la EA es la acumulación de ubiquitina en las placas y los ONF (Morishima-Kawashima et al., 
1993; Jung et al., 2009; Ihara et al., 2012). Los propios ONF y el péptido A1-42 son también capaces de 
inhibir la actividad del proteasoma, dando lugar a un círculo vicioso que promueve la acumulación de A 




7. DIAGNÓSTICO DE LA ENFERMEDAD 
Un diagnóstico temprano de la enfermedad sería útil tanto para el seguimiento y estudio de la enfermedad 
desde sus fases más tempranas, como para el establecimiento de terapias preventivas eficaces. Por 
tanto, para desarrollar un diagnóstico efectivo, será importante tanto la capacidad de detección de la EA, 
como de posibles indicadores de conversión desde DCL hasta desarrollar la EA. Las estrategias 
diagnósticas incluirían tres grandes tipos de pruebas: neuroimagen, análisis de biomarcadores 
sanguíneos y análisis de biomarcadores en el LCR, además de las pruebas neuropsicológicas. 
En la actualidad, el diagnóstico de la EA se basa en los criterios del NINCDS-ADRDA (National 
Institute of Neurologic, Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer’s Disease and Related 
Disorders Association) (McKhann et al., 1984). Según este protocolo, el diagnóstico definitivo de la 
enfermedad solamente se puede realizar con un análisis histopatológico post-mortem, y mientras tanto, 
se diagnostica como probable o posible EA. El diagnóstico clínico se realiza a través de los síntomas, la 
existencia de alteraciones cognitivas, sociales u ocupacionales y un análisis neuropsicológico. Entre las 
pruebas destaca el test mini-mental, MMSE (Mini-Mental State Examination) que explora distintas áreas 
cognitivas (orientación, fijación, concentración, cálculo, memoria y lenguaje) y otorga una puntuación en 
función de la cual los resultados pueden ser sugerentes de demencia (Roselli et al., 2009). Desde que 
se publicaran estos criterios, se han descrito numerosas evidencias de que técnicas como la resonancia 
magnética, de imagen o de espectroscopia, la neuroimagen funcional o la búsqueda de marcadores en 
fluidos biológicos permiten caracterizar mejor la enfermedad. 
 
7.1. NEUROIMAGEN 
Las técnicas de neuroimagen también son muy interesantes desde el punto de vista diagnóstico. Destaca 
la tomografía por emisión de positrones (PET), que es capaz de medir la actividad metabólica de los 
tejidos tras detectar la distribución que adopta en ellos un radiofármaco de vida media ultracorta tras ser 
administrado por vía intravenosa. 
La técnica de neuroimagen PET es una tecnología analítica que utiliza compuestos marcados 
con radioisótopos emisores de positrones (isótopos de oxígeno, 14O 15O; nitrógeno, 13N; carbón, 11C, 
flúor, 18F) para obtener imágenes y valorar procesos bioquímicos in vivo, ya que poseen una vida media 
muy corta (Phelps, 2000).  
El trazador de PET más utilizado es la 18F-Fluorodeoxiglucosa (18[F]-FDG). Este trazador es 
administrado por vía intravenosa en los sujetos y transportado al interior de las células por el 
transportador de glucosa, donde es fosforilado por la hexoquinasa a 18[F]-FDG-6-fosfato, el cual no puede 
ser metabolizado, quedando así atrapado en la célula, donde su acumulación puede ser medida mediante 
un scanner de PET (Herschman, 2003). En la Figura 20, se muestra un esquema del proceso de 
detección de la señal de un tomógrafo. Los positrones emitidos por los radioligandos colisionan con 
electrones liberando 2 fotones en direcciones opuestas (A). Los fotones liberados que golpean 
simultáneamente detectores opuestos son registrados como un evento (B) (Herschman, 2003). 
 





El mecanismo físico, mediante el cual pueden detectarse estos ligandos, como la 18[F]-FDG, es 
el siguiente: los radioisótopos (en este caso 18F) poseen núcleos inestables que al desintegrarse liberan 
energía en forma de positrones que al colisionar con un electrón sufren un proceso de aniquilación que 
liberará 2 fotones con la misma energía en direcciones opuestas 180º, solo se detectarán eventos, 
cuando colisionen simultáneamente en detectores opuestos (Figura 20).  
Las imágenes de PET tienen una resolución anatómica muy pobre, por lo que, para poder 
identificar con exactitud el origen de la señal se suelen superponer a éstas, imágenes por Resonancia 
Magnética (RMI), en las que se seleccionan las regiones de interés con precisión.  
El metabolismo de la glucosa proporciona el 95% de la energía de ATP requerida para una 
correcta función del cerebro. La 18[F]-FDG se ha considerado tradicionalmente como un indicador del 
consumo de glucosa, y por tanto de la actividad cerebral. Desde el comienzo de este tipo de estudios 
siempre se esperó una reducción en los niveles de 18[F]-FDG en cerebro de pacientes de EA (Figura 21).  
Se han identificado reducciones en el metabolismo de glucosa en corteza de asociación 
parietotemporal e hipocampo, mientras que se ha visto preservado en otras zonas como los ganglios 
basales. Las diferencias son significativas entre EA severa y controles, pero no entre EA moderada y EA 
media (Kumar et al., 1991; Minoshima et al., 1998). También se han descrito diferencias entre el 
establecimiento del deterioro metabólico de la EA temprana y la EA tardía, la primera comienza a nivel 
de la corteza cingulada parietal y posterior, y la segunda por el sistema límbico y el lóbulo frontal-medial 
(Sakamoto et al., 2002). Por otro lado, se ha encontrado que los sujetos con DCL que presentan ApoE4 
y una reducción en el metabolismo de glucosa similar a la observada en pacientes con EA, también 
desarrollaron demencia (Small et al., 2000).  
 
 
Figura 21. Descenso de la actividad metabólica cerebral típica de la EA. Las zonas que presentan un metabolismo de glucosa 
reducido a nivel de la corteza cingulada posterior, córteza parieto-temporal y en áreas precuneales. Se indican estas áreas 
sobre imágenes de Resonancia Magnética (Ishii, 2002) 
 
Es importante realizar un diagnóstico precoz que permita distinguir a la EA de otras demencias. 
A este respecto el PET proporciona una herramienta muy útil a la hora de detectar la enfermedad hasta 
3 años antes que con los sistemas de diagnóstico convencionales con una fiabilidad de hasta el 93% 
(Phelps, 2000).  
Algunos estudios se han llevado a cabo en sujetos asintomáticos con EA familiar y han 
descubierto déficits metabólicos (detectables mediante PET) correlacionados con la presencia del factor 
de riesgo ApoE4, 5 años antes de la aparición de los primeros síntomas (Small et al., 2000). 
A partir de 1999, comenzaron a desarrollarse scanners para animales pequeños con una 
resolución de 23 mm3, hasta llegar a los 13 mm3 de resolución espacial actual. Estos nuevos aparatos 




de aparatos ya han sido utilizados en el contexto de la EA, para la visualización de placas seniles en 
modelos transgénicos de la enfermedad gracias a radioligandos específicos (Maeda et al., 2007).  
En cuanto al metabolismo de glucosa en los modelos transgénicos, los primeros estudios se 
realizaron mediante autorradiografía. Valla y col. (2002), utilizando el transgénico PDAPP y el 
radioligando 18[F]-FDG observaron una reducción en el marcaje a nivel de la corteza cingulada posterior, 
significativa respecto a los controles WT (Valla et al., 2002). Otros estudios autorradiográficos utilizando 
el radioligando 2-DG ([14C]-2-deoxiglucosa) en los modelos APP-PS1 y PS1 de 15 meses de edad, han 
mostrado una reducción de la captación de glucosa en algunas regiones cerebrales (corteza cingulada, 
corteza retrosprenial, tálamo y subáreas de hipocampo), aunque en otras hubo un incremento (Dubois 
et al., 2010). Por último, Kuntner y col. (2009), utilizando 18[F]-FDG y el modelo Tg2576 no observaron 
diferencias significativas en la captación de glucosa en ningún área cerebral a los 13-15 meses (Kuntner 
et al., 2009). 
 
7.2. BÚSQUEDA DE BIOMARCADORES 
El avance en el conocimiento de la biología de la EA ha favorecido el desarrollo clínico de biomarcadores 
que permitan un diagnóstico temprano, monitoricen la progresión y puedan servir parar la evaluación de 
terapias. El LCR, caracterizado por su composición constante y su estrecha relación con el sistema 
nervioso, ha centrado una buena parte de la búsqueda de marcadores diagnósticos. Las determinaciones 
en el LCR de A1-42, proteína Tau total y proteína Tau fosforilada han mostrado tener un valor diagnóstico 
elevado para diferenciar la demencia tipo EA, incluso en fases incipientes de la misma. Los resultados 
destacan que la disminución en la concentración de A1-42 y el incremento de Tau total o fosforilada en 
este fluido permiten diferenciar a los pacientes de los controles (Mattsson et al., 2009; Tapiola et al., 
2009; Seppala et al., 2012). También se han encontrado marcadores periféricos potenciales en fluidos 
más fácilmente accesibles como el plasma, en el que además de A se han encontrado otros 
marcadores, entre ellos algunos relacionados con estrés oxidativo e inflamación (Kim et al., 2011; Song 
et al., 2011; Torres et al., 2011).  
Dado que las concentraciones plasmáticas de Tau son inferiores a los niveles de detección de 
la mayor parte de las técnicas analíticas, éstas se han centrado en los péptidos amiloides. La mayor 
parte del A en plasma está conjugado con la albúmina y solo una pequeña parte está libre. Existen 
además una serie de factores que influyen en sus niveles plasmáticos como son el metabolismo, estado 
de la patología, edad, enfermedad cerebrovascular, catabolismo hepático y excreción renal. Sus niveles 
son 10 veces menores que en LCR. Algunos estudios han mostrado una correlación entre reducción de 
niveles de A1-42 pero no A1-40 plasmáticos y el agravamiento de la EA (Mayeux et al., 2003). La 
medición de los niveles de A1-42 en saliva también puede considerarse un biomarcador periférico 
potencial (Bermejo-Pareja et al., 2010).  
Por estos motivos, algunos autores piden una revisión de los criterios del NINCDS-ADRDA para 
que, además del diagnóstico clínico, sea necesaria la presencia de al menos, uno de los marcadores 
mencionados con anterioridad (cambios volumétricos medidos con MRI, alteraciones metabólicas 
medidas con PET o marcadores en el LCR) (Dubois et al., 2007). En los últimos años, la iniciativa ADNI 
(Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative) está realizando un estudio longitudinal multicéntrico a nivel 
mundial para la búsqueda de marcadores para el diagnóstico precoz y seguimiento de la EA (Weiner et 
al., 2012). 
 
8. MODELOS DE ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD 
Durante los últimos veinte años, se han desarrollado un gran número de ratones transgénicos que 
sobreexpresan APP y/o presenilina, principalmente PS1, basándose en las mutaciones encontradas en 




Los ratones transgénicos desarrollan progresivamente muchas de las principales características 
de EA, como elevados niveles de A, depósitos de amiloide, neuroinflamación, estrés oxidativo, gliosis, 
pérdida sináptica y déficit cognitivo; sin embargo, ni los ONF ni la muerte neuronal son aparentes en la 
gran mayoría de los modelos (Balducci and Forloni, 2011).  
 
Tabla 3. Modelos animales de EA 



















Mouse Thy-1 6 meses 14 meses No Sí (Calhoun et 
al., 1998) 
J20 APP 695, 751, 
770 (APPSwe, 
Ind) 
PDGF- 6 meses No No Sí (Mucke et 
al., 2000) 
TgCRND8 APP 695 
(APPSwe, Ind) 
Hamster PrP 3 meses No No Sí (Chishti et 
al., 2001) 




6 meses No No Sí (Holcomb 
et al., 
1998) 




Mouse Thy-1 2 meses 9 meses No Sí (Oakley et 
al., 2006) 
rTg4510 4RoN MAPT 
(Tau-P301L) 
Mouse PrP No 6 meses 4 meses Sí (Santacruz 
et al., 
2005) 





6 meses No 12 meses Sí (Oddo et 
al., 2003a) 
Para generar las líneas transgénicas se emplean las tres isoformas de APP humana (695, 751 y 
770 hAPP), y se introducen mutaciones encontradas en la EA familiar, nombradas según el área 
geográfica en la que se descubrieron. Destacan la doble mutación Swedish (K670N, M671L) que 
aumenta la producción de A; la mutación londinense (V717I) e indiana (V717F) que aumentan 
preferentemente la forma A1-42; la mutación ártica (E693G) que disminuye el procesamiento por la -
secretasa; y la mutación holandesa (E693Q) que aumenta el ratio A1-40/A1-42 (Chin, 2011). Los 
diferentes promotores empleados permiten la expresión preferencial o exclusiva de hAPP (APP humano) 
en el SNC. Una manera de acelerar la deposición de placas es la cotransfección de APP y PS1 mutados. 
Las mutaciones en PS1 son de distintos tipos, destacando PS1(A246E), PS1(M146L) y PS1(M146V), y 
se combinan con las mutaciones en APP para generar diferentes tipos de modelos doble transgénicos.  
A pesar de que algunos modelos animales producen Tau hiperfosforilada, no desarrollan ONF, 
de modo que para investigar su papel, se escogen modelos basados en mutaciones en Tau, entre los 
que destaca el triple transgénico (3xTg) con mutaciones en APP, PS1 y Tau (Oddo et al., 2003b). Otro 
de los aspectos claves de la EA, la muerte neuronal, tampoco es evidente en la gran mayoría de modelos 
murinos, aunque si se ha observado en algunos, como en el APP23 cuando los ratones alcanzan 14 
meses de edad (Calhoun et al., 1998).  
Otros modelos combinan dos o tres mutaciones en APP y dos en PS1, como en el caso del 
5xFAD que ha mostrado pérdida neuronal a nivel de hipocampo en etapas más tempranas (Casas et al., 
2004; Oakley et al., 2006). Aunque ninguno de los modelos reproduce totalmente las características de 
la enfermedad en humanos, estos modelos permiten estudiar muchos de los aspectos relacionados con 




9. TRATAMIENTO ACTUAL DE LA ENFERMEDAD 
La búsqueda de un tratamiento eficaz que detenga o ralentice la progresión de la EA sigue siendo uno 
de los objetivos más importantes de la investigación frente a esta enfermedad. En la actualidad, 
solamente existen cinco fármacos, aprobados por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) 
y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), para el tratamiento de la EA, aunque están en marcha 
numerosos ensayos clínicos con fármacos que actúan mediante distintos mecanismos implicados en su 
patogénesis. 
 
Figura 22. Estructuras de los principios activos de los medicamentos utilizados para el tratamiento de la EA 
 
Una función biológica afectada en la EA es la neurotransmisión colinérgica, responsable de la 
mayor parte de las alteraciones cognitivas como consecuencia de un déficit de acetilcolina (ACh). Por 
ende se utilizan fármacos inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI) cuyo objetivo es combatir el déficit 
colinérgico impidiendo la degradación de la acetilcolina en el espacio sináptico. La tacrina fue el primer 
AChEI aprobado por la FDA en 1993, sin embargo, está en desuso por su hepatotoxicidad. 
Posteriormente se aprobaron otros tres AChEI, cada uno de ellos con un mecanismo de acción diferente: 
donepezilo, el más prescrito en la actualidad; rivastigmina y galantamina, cuyas estructuras se muestran 
en la Figura 22 (Fan and Chiu, 2011). En general, el análisis de numerosas revisiones de la última década 
señala que estos fármacos tienen un efecto positivo en la función cognitiva, el comportamiento y las 
actividades de la vida diaria en pacientes con EA leve a moderada, mejorando su calidad de vida y la de 
sus cuidadores. En alguno de estos pacientes incluso se encontró una mejora en las funciones cognitivas 
tras 1 o 2 años de terapia (Martorana et al., 2010). Estos fármacos, si bien son los más prescritos, se 
recetan como tratamiento sintomático, con beneficios únicamente temporales, ya que la enfermedad 
continúa con su evolución (Chohan and Iqbal, 2006; Klafki et al., 2006; Villarroya et al., 2007). 
 
La única alternativa terapéutica disponible en la actualidad que actúa mediante un mecanismo 
diferente corresponde a la memantina, un antagonista de los receptores ionotrópicos NMDA de glutamato 
(Figura 22). La memantina actúa impidiendo la sobreactivación de estos receptores, protegiendo a las 
neuronas de la excitotoxicidad mediada por calcio, seguido por el restablecimiento de la transmisión 
fisiológica asociada a un normal funcionamiento celular (Chohan and Iqbal, 2006). Mientras que los 
AChEI se prescriben para el tratamiento de la EA leve a moderada, la memantina  se aprobó el 2003 




donepezilo (Emre et al., 2008). Numerosos estudios han mostrado su eficacia en la mejora de las 
funciones cognitivas y de comportamiento (Lo and Grossberg, 2011).  
El hecho de que en la EA se vean alterados un gran número de procesos y, además, no se 
conozca una clara relación entre el desarrollo de la enfermedad y las causas que la provocan, hace que 
existan muchas dianas susceptibles de ser el origen y la solución de la misma. Los compuestos más 
interesantes que se han descrito en fase clínica II y III, se encuentran recogidos en la Tabla 4. 
 
Tabla 4. Fármacos para la enfermedad de Alzheimer que se encuentran ensayándose en fases clínicas II y III 
Fármaco Fase clínica Mecanismo de acción Empresa 
Bapineuzumab Fase III Anticuerpo monoclonal humanizado del 
extremo N-terminal del péptido A. 
Pfizer/Jansen 
Solanezumab Fase III Anticuerpo monoclonal humanizado de la 




Fase III Aislada de sangre humana que tiene 
propiedades anti--amiloide y anti-
onflamatorias. 
Baxter 
Scyllo-Inositol (ELND 005) Fase II 
completada 
Fase III en 
preparación. 
Previene o inhibe la agregación del 
péptido A. 
Elan 
Cloruro de metiltionilo Fase II 
completada. 
Fase III en 
preparación. 
Inhibición de la fosforilación de la 
proteína Tau o favoreciendo la 
desagregación del péptido A. 
TauRx 
Pharmaceuticals 
Davenutide (AL-108) Fase II 
completada 
Estabilizante de microtúbulos. Inhibe la 
hiperfosforilación de la proteína Tau y la 
formación de los ONF. 
Allon 
Tideglusib Fase IIb Inhibidor de GSK-3, previene la 
hiperfosforilación de la proteína Tau. 
Noscira 
PBT2 Fase IIb Quelante de iones metálicos. Inhibe la 
hiperfosforilación de la proteína Tau y la 
agregación del péptido A. 
Prana 
Biotechnology 
CERE-110 Fase II Adenovirus que actúa a travñes del gen 
del factor de crecimiento neuronal 
(protección neuronal). 
Ceregene 
BMS-708163 Fase II Inhibe la formación de -secretasa y por 
tanto la formación del péptido A. 
Bristol-Myers 
Squibb 
PF-04494700 (TTP488) Fase II Inhibidor del receptor RAGE, modula la 
actividad glial y reduce la formación de 
las planas de A. 
Pfizer. 
 
10. PERSPECTIVAS TERAPÉUTICAS 
Dada la complejidad de esta enfermedad neurodegenerativa, el tratamiento mediante la aplicación de 
fármacos multidiana puede ser una estrategia a considerar, con el objetivo de hacer frente de una manera 
más eficaz el tratamiento de la enfermedad. Por ello, la obtención de nuevos compuestos capaces de 
interaccionar favorablemente con varias dianas farmacológicas, también conocidos como ligandos 
múltiples, supone un reto desde el punto de vista de la investigación y desarrollo de los mismos.  
En base a la teoría de la cascada amiloide la reducción de la amiloidosis y la búsqueda de 
moléculas neuroprotectoras frente al estrés oxidativo constituyen uno de los pilares en la investigación 
de moléculas potenciales para el tratamiento de esta enfermedad. Diferentes estudios han determinado 
que el consumo de flavonoides en base a sus propiedades antioxidantes, antiamiloidogénicas, 
antiinflamatorias, descritas en los últimos años podrían actuar como ligandos múltiples sobre diferentes 




compuestos de naturaleza flavónica con actividad neuroprotectora y con capacidad antiamiloidogénica 
más específicos, con la finalidad de aportar nuevas compuestos multidiana potencialmente activos en el 
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la EA. 
 
10.1. FLAVONOIDES 
El hombre los consume cotidianamente en la dieta ya que están presentes de forma abundante en los 
vegetales, las frutas rojas como las moras, fresas, zarzamoras (Vaccinium ssp.); frutas cítricas (Citrus 
ssp.), el chocolate (Theobroma cacao), las nueces, las bebidas derivadas de la uva (Vitis vinifera) como 
el vino tinto, el té verde y el té negro (Camelia sinensis), así como en otros alimentos. También están 
presentes en plantas medicinales aromáticas pertenecientes a la familia Lamiaceae. 
El primer flavonoide fue identificado en 1930 por el premio Nobel de Fisiología y Medicina Albert 
Szent-Györgyi, quien aisló de la cáscara de limón una sustancia, la citrina, capaz de regular la 
permeabilidad de los capilares al ser consumida. Los flavonoides se consideraron inicialmente vitaminas, 
denominados vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C2, porque algunos tenían propiedades 
similares a la vitamina C.  
El interés en estos compuestos decayó en la década de 1940 después de que se demostrara 
que, al contrario de los micronutrientes, no son esenciales para la salud humana. Sin embargo, mucho 
más tarde, en la década de 1990, ha tenido lugar una gran expansión en este campo, con la publicación 
de diversos estudios epidemiológicos que asociaban una menor incidencia del cáncer y las 
enfermedades cardiovasculares a una mayor ingesta de flavonoides (Hertog and Hollman, 1996). Hoy 
en día se han publicado más de 50000 estudios sobre flavonoides y más de 10000 sobre quercetina, que 
representa el principal flavonol en la dieta. 
Clasificación 
Esta familia se caracteriza por su diversidad estructural. Se han identificado más de 6000 y este número 
no deja de aumentar (Chong et al., 2010). La absorción, biodisponibilidad y propiedades biológicas de 
los flavonoides dependen en gran medida de su estructura particular, es decir del tipo de sustituyentes, 
grupos funcionales, grado de oxidación, formas diméricas, poliméricas, formas glicosidadas o libres, entre 
otras.  
Se caracterizan por tener una estructura básica denominada difenilpropano (C6-C3-C6) formada 
por 2 anillos aromáticos (A y B) unidos a través de 3 átomos de carbono que normalmente forman un 
heterociclo oxigenado (anillo C). A su vez, el estado de oxidación del anillo C define seis subfamilias de 
flavonoides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas, flavonoles, y flavanoles, las estructuras 
químicas de cada subfamilia se presentan en la Figura 23.  
En algunos casos, el anillo heterociclo C compuesto por 6 carbonos se presenta de forma 
isomérica abierta o es remplazada por un anillo de 5 miembros como es el caso de las chalconas. El 
resto de grupos de flavonoides, que están cuantitativamente menos presentes en la dieta, son los 
dihidroflavonas, los flavan-3,4-dioles, las cumarinas y las auronas. A continuación se describen las 
principales caracteríticas de los tipos de flavonoides que se utilizaron en el presente estudio. 
Los flavonoles son los flavonoides más ampliamente distribuidos en las plantas que forman 
parte de la dieta (Figura 23). Pueden variar en su color desde el blanco hasta el amarillo. Constituyen el 
grupo de flavonoides más ubicuo en los alimentos, siendo la quercetina el compuesto más representativo. 
La principal fuente de flavonoles es la cebolla, aunque también son abundantes en la manzana, la col, el 
puerro, el brócoli y los arándanos y en bebidas como el té y el vino tinto. La biosíntesis de flavonoles es 
estimulada por la radiación solar, por lo que estos compuestos se acumulan mayoritariamente en los 




Las uvas (Vitis vinifera), y los productos derivados de la uva como el vino, contienen un amplio 
rango de flavonoles tales como quercetina, miricetina, kaempferol, isorramnetina, quercetina-3-O-
glicósido, quercetina-3-O-galactósido, kaempferol-3-O-glicósido y kaempferol-3-O-rutinósido. Las 
infusiones de té (Camellia sinenses) también contienen un variado espectro de flavonoles en forma de 
mono, di y tri sacáridos. 
 
Figura 23. Estructura básica y clasificación de los flavonoides. 
 
Las flavonas tienen una estructura muy similar a los flavonoles y difieren sólo en la ausencia del 
grupo hidroxilo en la posición 3 del anillo C (Figura 23). La apigenina y la luteolina son las flavonas más 
comunes en la dieta. Éstas, a diferencia de los flavonoles, no se encuentran tan ampliamente distribuidas 
a concentraciones significativas en la dieta. Sólo se han encontrado en altas concentraciones en el apio 
(Apium graveolens), el perejil (Petroselinum crispum) y la alcachofa (Cynara scolymus). 
Las flavanonas están representadas principalmente por la naringenina, la hesperetina y el 
eriodictiol, aunque también existe un número de compuestos menores, como la sakuranetina y la 
isosakuranetina. Dos son las características estructurales que poseen las flavononas, la ausencia de un 
doble enlace 2, 3 y la presencia de un centro quiral en el carbono-2 (Figura 23). 
 
Efectos farmacológicos 
Los flavonoides destacan desde el punto de vista farmacológico por su baja toxicidad y por presentar 
numerosos efectos biológicos y actividades terapéuticas. Numerosos estudios in vitro ponen de 
manifiesto que estos compuestos tienen efectos antioxidantes, reducen la formación de radicales libres, 
pueden inhibir la peroxidación lipídica, poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir 
diversas enzimas (Feroz et al., 2013; Selvaraj et al., 2014; Solmaz et al., 2014). Asimismo, estudios in 
vivo demuestran que los flavonoides potencialmente presentan numerosas actividades farmacológicas, 
destacando las acciones antineoplásica, protectora vascular, antitrombótica, hipocolesterolémica, 
hepatoprotectora, antiulcerosa, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, analgésica, entre otras. En la 
Tabla 5 se hace un resumen de algunos de los efectos farmacológicos reportados para diferentes 
flavonoides. 
En general, los flavonoides presentan una marcada actividad sobre el sistema vascular con 
efecto protector sobre la pared de los vasos, particularmente sobre la pared de los capilares, produciendo 
una disminución de la permeabilidad y aumento de la resistencia de los mismos. Estudios llevados a 
cabo en humanos, demuestran que la citrina (mezcla de hesperidina y eriodictiol glucósido) es capaz de 
normalizar la resistencia vascular alterada por distintas patologías. Igualmente, el O-(- hidroxietil)-




A pesar de que los mecanismos exactos de acción responsables de estos efectos continúan sin 
esclarecerse, se ha postulado que podrían deberse a la acción que ejercen algunos flavonoides sobre 
las plaquetas, leucocitos y enzimas de la coagulación sanguínea mismos (Di Carlo et al., 1999; Zhou et 
al., 2006b; Nishida and Satoh, 2009). 
 
Tabla 5. Efectos farmacológicos de algunos flavonoides 
Efecto Flavonoide Referencia 
Antineoplásico Quercetina, fisetina, baicaleína, 
epigalocatequina, kaemferol, 
nobiletina, quercetina, rutina, 
tangeretina, tricina, woogonina 
(Adhami et al., 2012; Spagnuolo et 
al., 2012; Wang et al., 2013b) 
Protectora vascular Citrina, rutina, quercetina, 
naringenina, salvigenina, 
antocianidina 
(Zhou et al., 2006b; Nishida and 
Satoh, 2009) 
Antitrombóticas Tangeretina, hesperidina, rutina (Singh et al., 2008) 
Hipocolesterolémica Liquiritigenina (Arai et al., 2000) 
Hepatoprotectora Gosipina, hispidulina, 
hidroxietilrutósido, kolavirona, 
quercetina, silimarina, apigenina 
(Pradhan and Girish, 2006; Mota et 
al., 2009) 
Antiulcérosos Kaemferol, quercetina, hipolaetina-
8-glucósido, rutina, solona, 
naringina 
(Pradhan and Girish, 2006; Mota et 
al., 2009) 
Antimicrobianos Quercetina, baicalina, rutina, 
kaemferol, miricetina 
(Singh et al., 2008; Hendra et al., 
2011; Nenaah, 2013)  
Antiviral Baicaleina (Sithisarn et al., 2012; Zandi et al., 
2013) 
Antiinflamatoria Hesperidina, luteonina, quercetina, 
quercitrina, rutina, apigenina, 
crisina, gosipina, hibrifolina, 
imiricetina, nepetina, 
sidertoflavonona 
(Spencer et al., 2012) 
Analgésica Hesperidina, quercetina, miricitrina, (Loscalzo et al., 2008) 
   
 
Asimismo, ensayos in vitro, realizados sobre arterias aisladas de animales de experimentación, 
demuestran la existencia de flavonoides con acción relajante sobre el músculo liso vascular. Uno de ellos 
es la salvigenina, cuya actividad vasorrelajante se encuentra estrechamente relacionada con el endotelio, 
presumiblemente con la liberación de NO y prostaciclina (Uydes-Dogan et al., 2005).  
También han sido descritas las propiedades antiagregantes plaquetarias de algunos de estos 
compuestos, como la tangeretina, hesperidina y rutina, considerándose la inhibición de la ciclooxigenasa 
(COX) y el consiguiente aumento de los niveles intracelulares de AMPc son los principales mecanismos 
implicados en dicha actividad (Singh et al., 2008). 
Por otra parte, muchos flavonoides poseen propiedades antiinflamatorias como consecuencia de 
sus interacciones in vitro con los linfocitos polinucleares y los trombocitos o con el metabolismo del ácido 
araquidónico. Desde 1948 se describieron las propiedades antiinflamatorias de la hesperidina, la 
naringenina y la nobiletina, presentes en la fracción acuosa de casi todas las especies de Citrus; a partir 
de entonces son muchos los estudios in vivo e in vitro que describen las propiedades antiinflamatorias 
de los flavonoides y sus mecanismos (Spilkova and Hubik, 1992). Por ejemplo, se ha reportado que 
miricetina y quercetina a concentraciones relativamente altas, son capaces de bloquear in vitro los 
mecanismos de acción de la COX y la lipoxigenasa, mientras que a concentraciones bajas inhiben sólo 
la acción de la lipoxigenasa. Estas propiedades antiinflamatorias también se han demostrado in vivo 




Algunos flavonoides no sólo presentan buena actividad antiinflamatoria sino que además 
protegen la mucosa gástrica frente a una gran variedad de agentes ulcerogénicos, combinación que 
resulta de interés terapéutico si recordamos que uno de los principales efectos secundarios de los 
fármacos antiinflamatorios convencionales es su actividad ulcerogénica (Pradhan and Girish, 2006; Mota 
et al., 2009). Esta acción gastroprotectora puede ser explicada, en parte, mediante un complejo 
mecanismo no prostaglandino-dependiente que implicaría aumentos en el contenido de glicoproteína y 
de la viscosidad del gel mucosal gástrico. Otros mecanismos implicados en esta acción son: captación 
de radicales libres, actividad antioxidante, estimulación de prostaglandinas, inhibición de la producción 
de leucotrienos o del factor activador de plaquetas (PAF). Asimismo, se ha reportado la capacidad de 
quercetina de inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori y la formación de ácido por las células parietales 
(Gonzalez-Segovia et al., 2008; Brown et al., 2011; Xiao et al., 2013). 
Por otro lado, algunos flavonoides, como quercetina, hesperidina y miricitrina, ejercen actividad 
analgésica en diversos modelos de experimentación animal, aunque el mecanismo de acción continúa 
sin esclarecerse (Loscalzo et al., 2008). Asimismo, existen datos que señalan la capacidad de la 
quercetina para revertir el desarrollo de tolerancia y dependencia a la morfina mediante un mecanismo 
que podría estar mediado por la inhibición de la actividad NOS (Naidu et al., 2003). 
En cuanto a sus efectos sobre el SNC, estudios realizados con animales presentan a los 
flavonoides como posibles agentes neuroprotectores (Williams and Spencer, 2012; Abdalla et al., 2014; 
Beckmann et al., 2014; Chang et al., 2014; Qu et al., 2014). Este efecto protector se ha asociado a sus 
propiedades antioxidantes, captadoras de radicales libres e inhibidoras de la peroxidación lipídica y de 
la xantina oxidasa (Kling et al., 2014; Kumar et al., 2014). También se ha demostrado que algunos 
flavonoides (como crisina, apigenina o cirsiliol) tienen actividad ansiolítica, observándose que no sólo 
actúan como ligandos de los receptores benzodiazepínicos sino que también dan resultados favorables 
en modelos animales (Hui et al., 2002; Coleta et al., 2008; Ognibene et al., 2008; Girish et al., 2013).  
La historia del descubrimiento de los efectos de los flavonoides sobre el SNC está ligada al 
descubrimiento de los receptores del ácido gamma-aminobutírico (GABA), que condujo a la 
caracterización de dichos receptores y a una incesante búsqueda de las sustancias cerebrales 
endógenas que se unen a este receptor. Como parte de esta búsqueda se investigó también la presencia 
de moléculas afines a los receptores de GABA en alimentos de origen animal y vegetal, así como en 
plantas utilizadas en la etnomedicina en todo el mundo (Wolfman et al., 1996). La gran variedad de 
interacciones que presentan diversos flavonoides con el receptor del GABA tipo A (GABAA), condujo a 
realizar estudios para determinar la interacción selectiva de una variedad de flavonoides naturales y 
derivados sintéticos. Se ha descrito que la administración oral de la flavona wogonina, aislada de 
Scutellaria baicalensis, una planta utilizada en la medicina tradicional de China, tiene efectos ansiolíticos 
y previene las convulsiones inducidas por pentilentetrazol y electrochoques en ratones, sin producir 
efectos sedantes o miorrelajantes. Además, se demostró su interacción con el receptor GABAA cuando 
sus efectos fueron bloqueados mediante su coadministración con el antagonista GABAérgico 
flumacenilo. En la Tabla 6 se recogen los principales efectos de los flavonoides sobre el SNC.  
También se ha reportado que el consumo regular de alimentos ricos en flavonoides presenta 
efectos positivos sobre la función cognitiva (Krikorian et al., 2010a; Krikorian et al., 2010b; Scholey et al., 
2010). Diversos estudios describen que el consumo de zumo de uva, granada, fresa y arándano, así 
como los flavonoides puros como epicatequina y quercetina, ejercen efectos positivos en el aprendizaje 
(Balk et al., 2006; Hartman et al., 2006; Wang et al., 2006; Pu et al., 2007; Ihl, 2013; Mohanta et al., 2014; 
Stefani and Rigacci, 2014). Se ha descrito que la administración por vía oral de extractos de fresas, 
arándanos y moras, todas ellas fuentes ricas en antocianinas y flavonoles, retrasan el déficit cognitivo 
relacionado con la edad en modelos de roedores. Se ha reportado que los arándanos son eficaces para 
revertir el déficit de memoria espacial relacionado con la edad (Shukitt-Hale et al., 2009; Rendeiro et al., 




Además, los extractos de arándano y mora parecen ejercer efectos más pronunciados a nivel de 
la memoria a corto plazo, pudiendo estar relacionadas con el efecto neuroprotector de las conexiones 
sinápticas CA3-CA3 a nivel del hipocampo (Burke and Barnes, 2006; Shukitt-Hale et al., 2009). En este 
sentido, diversos estudios han evidenciado que los flavonoides derivados de arándanos mejoran la 
eficiencia de la memoria espacial por acción indirecta a nivel del giro dentado (DG), la subregión del 
hipocampo más sensible a los efectos del envejecimiento (Burke and Barnes, 2006; Maurer et al., 2006). 
Incluso, se ha descrito que estos compuestos promueven significativamente la proliferación de las células 
precursoras en el DG de ratas en edad avanzada (Stangl and Thuret, 2009).  
 
Tabla 6. Efecto de algunos flavonoides sobre el SNC 
Efecto Flavonoide Referencia 
Ansiolíticos 6-metilapigenina, wogonina, 
luteonina, 6-bromoflavanona, 
crisina, apigenina o cirsiliol 
(Hui et al., 2002; Coleta et al., 2008; 
Ognibene et al., 2008; Girish et al., 2013) 
Antiepiléptidos o 
anticonvulsivos 
Rutina (Nassiri-Asl et al., 2008) 
Sedantes o inductores del 
sueño 
Hesperidina, spinosina (Martinez et al., 2009; Wang et al., 2010b) 
Antinociceptivos Miricetrina (Meotti et al., 2007) 
Mejoran la memoria, el 
aprendizaje y la función 
cognitiva 
Rutina, nobitelina, quercetina, 
linarina 
(Nassiri-Asl et al., 2008; Dajas et al., 2013) 
Antidepresivos Quercetina, apigenina (Yi et al., 2008; Kawabata et al., 2010) 
Moduladores de la función 
neural 
Nobitelina, hesperidina (Nagase et al., 2005b; Okuyama et al., 2012) 
Antiinflamatorios Wogonina, luteolina, epicatequina,  (Sharma et al., 2007; Vafeiadou et al., 2007; 
Spencer et al., 2012) 
Neuroprotectores Linarina, quercetina, rutina (Arredondo et al., 2010; Echeverry et al., 
2010; Lou et al., 2011; Richetti et al., 2011; 
Dajas et al., 2013) 
 
También, existe evidencia sobre el efecto que tienen los flavonoides de revertir el curso del 
envejecimiento neuronal y conductual en diferentes estudios realizados en animales cuando se 
administró té (Chan et al., 2006), jugo de granada (Hartman et al., 2006), o flavonoles puros como la 
quercetina, rutina (Pu et al., 2007), o fisetina (Maher et al., 2006). Posiblemente los efectos que ejercen 
estos compuestos no solamente se relacionan con la memoria y/o aprendizaje, sino también pueden 
ejercer cambios positivos en la actividad psicomotora de los animales en edad avanzada (Shukitt-Hale 
et al., 2009).  
Por tanto, los efectos antioxidantes de algunos flavonoides pueden ser importantes para ayudar 
a recuperar la homeostasis óxido-reducción en las patologías degenerativas y los trastornos asociados 
al envejecimiento, como la EA, la demencia senil y las fallas en los procesos cognitivos como la memoria 
y el aprendizaje, que se caracterizan por presentar un alto estrés oxidativo celular (Beking and Vieira, 
2010).  
Diferentes estudios han determinado que el consumo de flavonoides, especialmente flavonoles, 
en base a sus propiedades antioxidantes, antiamiloidogénicas, neuroprotectoras, antiinflamatorias, 
descritas en los últimos años, podrían ser potencialmente activos en el tratamiento de enfermedades 
neurodegenerativas como la EA (Beking and Vieira, 2010; Dajas et al., 2013). Se ha descrito que el 
consumo de alimentos ricos en flavonoides retrasan la aparición y/o progresión de la EA (Dai et al., 2006; 
Barberger-Gateau et al., 2007). Por ejemplo, se ha observado que la administración a largo plazo de 
catequina del té verde mejoró el aprendizaje espacial y la memoria en ratones propensos a senescencia 




sobreexpresan la mutación sueca de APP (Tg2576) redujo significativamente los niveles del A, lo que 
se tradujo en una mejora de la función cognitiva (Rezai-Zadeh et al., 2008). Joseph y col. (2003) 
reportaron que los ratones transgénicos APP/PS1 alimentados con arándanos desde los 4 meses de 
edad mostraron un buen desempeño en el laberinto Y a los 12 meses de edad comparados con los 
ratones transgénicos sin tratamiento (Joseph et al., 2003).  
Sin embargo, los mecanismos implicados en estos cambios no están claros, probablemente 
estarían relacionados con el aumento de la actividad de la enzima antiamiloidogénica -secretasa 
(Obregon et al., 2006), la reducción de los niveles del A o mediante la inhibición de la agregación y/o 
desagregación de las fibras preformadas, o como resultado de la actividad quelante de metales (Ono et 
al., 2003; Hirohata et al., 2007; Mandel et al., 2007; Amit et al., 2008; Mandel et al., 2008; Ono et al., 
2008; Onozuka et al., 2008; Wang et al., 2008; Vepsalainen et al., 2012; Park et al., 2014; Xie et al., 
2014).  
Otro mecanismo interesante sería el efecto, que provocan algunos flavonoles y flavonas, de 
disminuir la expresión génica de BACE o la inhibición de su actividad enzimática (Shimmyo et al., 2008a, 
b). Estos resultados guardan coherencia con otros estudios que reportan la reducción del A frente al 
tratamiento con extractos ricos en flavonoides tanto en modelos in vivo como in vitro (Akaishi et al., 2008; 
Shimmyo et al., 2008a; Choi et al., 2010; Dajas et al., 2013).  
Es innegable la relación que existe entre el A y la EA, no obstante la patología del A y el déficit 
cognitivo no se correlacionan del todo. Probablemente los efectos beneficiosos de los flavonoides sobre 
la función cognitiva no solamente se circunscriban a cambios a nivel de la cascada antiamiloidogénica, 
sino que podrían ejercer efectos en otros eventos clave relacionados con la enfermedad, por ejemplo, la 
fosforilación de Tau y su agregación. En este sentido, se ha descrito que ciertos flavonoides como 
nobitelina, miricetina y galato de epicatequina (EG), presentan un potente efecto inhibidor de la 
agregación de Tau (Taniguchi et al., 2005; Jones et al., 2011; Nakajima et al., 2013). 
Del mismo modo se ha descrito que la administración oral de dosis agudas de extractos de 
procianidinas de pepita de uva y el EGCG tienen la propiedad de inhibir la agregación de Tau, desagregar 
las fibrillas preformadas e interrumpir la generación de PHU (Ho et al., 2009; Wang et al., 2010a; Ksiezak-
Reding et al., 2011). Además, los flavonoides son capaces de inhibir el proceso neuropatológico de Tau 
a través de un mecanismo alternativo. Por ejemplo se ha descrito que la (-)-epicatequina y la hesperetina 
promueven la fosforilación de Akt, inhibiendo de este modo la hiperfosforilación de Tau inducida por GSK-
3 (Schroeter et al., 2007; Vauzour et al., 2007).  
Por otro lado, Matsuzaki y col. (2006) reportaron que la nobiletina posee un mecanismo único de 
acción neurotrófica ya que revirtió la pérdida de memoria inducida por el péptido A y mejoró la memoria 
olfativa de ratas bulbectomizadas, favoreciendo de esta forma el desarrollo, crecimiento y funcionamiento 
neuronal (Matsuzaki et al., 2006). Los autores señalan que la nobiletina interactúa selectivamente con 
dos proteínas cinasas: MAPK y CREB cuya activación favorece el crecimiento de nuevas conexiones 
sinápticas proporcionando un estado estable de la memoria a largo plazo (Nagase et al., 2005a). En 
2007, este mismo equipo de investigadores mostró que la nobiletina interactúa con el sistema 
glutamatérgico, en particular con los receptores AMPA, para ejercer sus efectos sobre la memoria 
(Nakajima et al., 2007; Matsuzaki et al., 2008). 
Por otro lado, se han descrito una serie de factores de riesgo asociados tanto con la EA y la 
demencia vascular, incluyendo la edad, la hipertensión, la arteriosclerosis, la diabetes mellitus, 
tabaquismo, fibrilación arterial, y el genotipo ApoE4 (Nishimura et al., 2014). Los datos epidemiológicos 
sugieren que los flavonoides podrían modular los factores de riesgo cardiovascular incluyendo los 
asociados con el accidente cerebrovascular y la demencia (Vauzour, 2014). Hay pruebas sólidas que 
sugieren que los flavonoides son capaces de promover mejoras clínicamente significativas en la salud 




et al., 2012; Macready et al., 2014), mejorar la función endotelial (Zhou et al., 2006b; Nishida and Satoh, 
2009), inhibir la agregación plaquetaria (Singh et al., 2008), y reducir la respuesta inflamatoria (Spencer 
et al., 2012). Tales cambios facilitarían el flujo sanguíneo cerebral de manera más eficiente, siendo vital 
para la función óptima del cerebro, de manera más acusada en pacientes con demencia (Spencer, 2009a; 
Williams and Spencer, 2012).  
Además, se ha reportado que el incremento significativo de la función vascular cerebral 
promovería la neurogénesis a nivel del hipocampo incluso en adultos (Stangl and Thuret, 2009). De 
hecho, los estudios han demostrado que las nuevas células del hipocampo se agrupan cerca de los vasos 
sanguíneos y áreas de angiogénesis y proliferan en respuesta a factores de crecimiento vascular (Palmer 
et al., 2000). La angiogénesis se caracteriza por estar acompañada de la producción de NO derivado del 
endotelio, clave de la remodelación vascular y la angiogénesis (Moraes et al., 2014). Los efectos 
vasculares de flavanoles y otros flavonoides están en parte mediados por su capacidad para inducir la 
producción de NO en el endotelio, a través de un mecanismo que implica la activación de eNOS 
(Jamaluddin et al., 2013). Los flavonoides pueden activar la eNOS por su capacidad para inducir la 
fosforilación Akt. En este sentido, puede postularse que la activación inducida por los flavonoides sobre 
Akt y eNOS en células endoteliales puede aumentar la biodisponibilidad del NO en la vasculatura del 
hipocampo por ende activar la angiogénesis y la neurogénesis. Incluso, el aumento de la vascularización 
en el hipocampo probablemente estabilice la presencia de las nuevas neuronas (Zhao et al., 2008). 
 
Metabolismo 
Aunque numerosos estudios han descrito los efectos de diversos flavonoides en el SNC, es escasa la 
información de cómo atraviesan la BHE. Estudios recientes in vitro e in vivo indican que tanto las 
agliconas como sus productos de conjugación son capaces de atravesar la BHE (de Boer and Gaillard, 
2007). Algunas investigaciones indican que flavonoides glicosidados como el 3-β-rutinósido de cianidina 
y el glucósido de pelargonina, así como hesperetina, naringenina y sus productos de conjugación 
atraviesan la BHE (Wieland et al., 1992; Bruton and Qume, 1999). La capacidad de los flavonoides de 
atravesar la BHE no sólo depende de su lipofilia sino también de su capacidad de conjugación. Los 
metabolitos que son conjugados por metilación en el intestino delgado y en el hígado, al ser más 
lipofílicos, pueden atravesar la BHE con mayor facilidad que sus agliconas de origen. Por la misma razón 
se pensaría que los metabolitos más polares, por ejemplo los resultantes de conjugación por 
glucuronidación o los glicosilados, no podrían atravesar la BHE. Existen investigaciones que sugieren 
que in vivo esta clase de glicósidos la atraviesan cuando se unen a transportadores específicos 
dependientes de ATP como la glicoproteína P (Gly-P) expresada en la BHE. Estudios recientes muestran 
que algunos flavonoides no sólo son transportados por la Gly-P sino que interactúan con ésta moderando 
su actividad, por lo que los flavonoides han sido descritos como “modificadores de la respuesta biológica” 
por su capacidad de modular la reacción del organismo ante xenobióticos (Hadjeri et al., 2003; Cao et 
al., 2007). 
Por último, hay que señalar que la inhibición que ejercen los flavonoides sobre numerosas 
enzimas (responsable de algunas de sus propiedades terapéuticas) también puede dar lugar a distintas 
interacciones farmacológicas. Así, los flavonoides modulan la actividad de los citocromos P450 (CYP). 
Por ello, no es de extrañar que con frecuencia se produzcan interacciones por la administración 
simultánea de flavonoides con fármacos que sufran este metabolismo, produciéndose un aumento de la 
toxicidad del propio fármaco o bien una disminución de su efecto terapéutico. Entre los flavonoides 
capaces de estimular al CYP3A4 aparece la tangeretina, mientras que silimarina o la biapigenina actúan 
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1. ENSAYOS IN VITRO 
1.1. PREPARACIÓN DE LOS FLAVONOIDES  
Los 6 flavonoides estudiados en el presente trabajo fueron quercetina, rutina, troxerutina, diosmina, 
hidrosmina y naringina, los cuales fueron adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich Chemical 
Company (St. Louis, USA). Los flavonoides se prepararon a una concentración de 50 mM en DMSO, y 
posteriormente se filtraron (0,2 m). Las soluciones se almacenaron protegidas de la luz a -20ºC hasta 
su uso.  
 
1.2. INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD -SECRETASA 
Para medir la posible inhibición de la actividad -secretasa por parte de nuestros compuestos, se utilizó 
la enzima BACE recombinante y el sustrato fluorogénico (H2N-Arg-Glu(EDANS)-Glu-Val-Asn-Leu-Asp-
Ala-Glu-Phe-Lys(DABCYL)Arg-OH (Calbiochem)). Dicho sustrato se hidroliza a nivel de las uniones Leu-
Asp liberando como producto un compuesto fluorescente; este último nos permite cuantificar la actividad 
enzimática de BACE, ya que la fluorescencia emitida será directamente proporcional a la actividad 
enzimática.  
Las condiciones de reacción que se utilizaron fueron: 0,24 U de enzima BACE recombinante 
humana, en el tampón de reacción compuesto por acetato sódico 50 mM pH=4,5, sustrato fluorogénico 
a la concentración de 10 M en un volumen final de 100 l. El tiempo de incubación fue de 1 hora a 
37ºC. Los compuestos se evaluaron a una concentración final de 100 M. 
La fluorescencia se midió en un Fluorímetro FLx800 (Microplate fluorescente reader BIOT-TEK. 
Programa KC junior) a exc = 360 m; em = 528 m. Los componentes de reacción se detallan en la 
Tabla 7. 
 
Tabla 7. Componentes de reacción para medir la actividad enzimática de BACE. 
 BACE Compuestos Sustrato 
Actividad control 0,24 U -  
Blanco control - -  
Actividad con compuesto 0,24 U   
Blanco compuesto -   
La reacción control representa la actividad enzimática de 0,24 U de BACE menos la fluorescencia 
emitida por el blanco. Para cada uno de los compuestos se cuantificó la fluorescencia intrínseca en 
presencia de todos los componentes de reacción a excepción de enzima, este valor se utilizó como 
blanco.  
 
1.3. INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD -SECRETASA 
El complejo pentamérico que constituye la -secretasa no se encuentra disponible comercialmente. Para 
evaluar la actividad de dicho complejo se utilizó un extracto celular enriquecido en membranas. 
Para la obtención de las membranas, se utilizó la línea celular transgénica APPswe. El pellet 
celular de 2 placas se resuspendió en 300 L del tampón de lisis (Tris-HCl 5 mM pH=8, EDTA 5 mM, 
EGTA 5 mM, PMSF 2 mM, leupeptina 25 g/ml, peptatina 10 g/ml, quimostatina 10 g/ul y aprotinina 
2 g/ul), se homegenizó y se incubó 15 min en hielo. Se centrifugó a 800 g durante 10 min a 4ºC y se 
recuperó el sobrenadante, el cual se volvió a centrifugar a 20000 g durante 1 hora a la misma 
temperatura. El pellet celular conteniendo las membranas se resuspendió en el mismo tampón de lisis, 
adicionando CHAPS 0,25% para favorecer la disolución del pellet. Las cantidad de proteínas se 
determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
MATERIALES Y MÉTODOS 
56 
 
Para medir la actividad enzimática de -secretasa se utilizó 15 g de proteína por muestra y un 
sustrato fluorogénico específico (NMA-Gly-Gly-Val-Val-Ile-Ala-Thr-Val-Lys(DNP)-D-Arg-D-Arg-D-Arg-
NH2 (Calbiochem)), en presencia de los compuestos a 100 M (concentración final). El tampón de 
reacción empleado contenía KCl 150 mM, Tris-HCl pH=6.8, EDTA 2 mM, CHAPS 0,25%, para un 
volumen final de reacción de 100 l. Se midió la fluorescencia en un Fluorímetro FLx800 a exc = 360 
m; em = 460 m. Los componentes de reacción para cada caso se detallan en la Tabla 8. 
 
Tabla 8. Componentes de reacción para medir la actividad enzimática de - secretasa. 
 
*E.M. Extracto de membranas. 
La reacción control representa la actividad enzimática de 15 g de extracto de membranas 
menos la fluorescencia emitida por la reacción del blanco. Para cada uno de los compuestos se cuantificó 
la fluorescencia intrínseca en presencia de todos los componentes de reacción a excepción de enzima, 
este valor se utilizó como blanco. Como control positivo se utilizó el inhibidor específico de -secretasa 
L-685,458 a una concentración final de 1 M. 
 
1.4. INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA (AChE) 
La actividad de la AChE se determinó espectrofotométricamente según el método Ellman y col 1961 
modificado (Ellman et al., 1961). El sustrato utilizado fue yoduro de acetiltiocolina (ATCI), el cual, al ser 
hidrolizado por la enzima AChE libera tiocolina, la cual reacciona con el cromóforo ácido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) para dar lugar a un compuesto coloreado cuyo pico de máxima absorbancia es a 
 = 412 nm. 
Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos en un volumen final de reacción de 200 L. 
Los flavonoides se evaluaron a la concentración de 100 M en el tampón de reacción (Tris-HCl 50 mM 
pH=8, BSA 1 mg/ml), 0,025 U de AChE y DTNB 1,5 mM. La mezcla de reacción se incubó durante 5 min 
a temperatura ambiente, y finalmente se agregó el sustrato de la reacción a una concentración final de 
1,5 mM. Se realizó la lectura a 412 m en un lector de placas DigiScan (Software DigiWin) durante 3 min 
con lecturas cada 10 s. Como control positivo se utilizó la galantamina a una concentración final de 10 
M. Los componentes de la reacción en cada caso se especifican en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Componentes de reacción para medir la actividad enzimática de AChE. 
 AChE Compuesto Sustrato 
Actividad control 0,025 U -  
Actividad con compuesto 0,025 U   
 
1.5. ESTUDIO DE LA INHIBICIÓN DE LA AGREGACIÓN Y DESAGREGACIÓN DEL PÉPTIDO A 
Preparación del péptido A 
Para estudiar la agregación del péptido A, hemos utilizado el fragmento 25-35 de dicho péptido. Este 
fragmento representa la región biológicamente activa del A ya que retiene las propiedades de 
agregación y de toxicidad del péptido completo A1-42 (Casley et al., 2002). 1 mg del liofilizado del A25–
35 (Genscript) se disolvió en DMSO, a una concentración de 1 mM, se agitó en vórtex a máxima potencia 
para romper los agregados previamente formados. Alícuotas de este preparado se almacenaron  a -80ºC 
hasta su uso.  
 15 g E.M.* Compuesto 100 M Sustrato 50 M 
Actividad control  -  
Blanco control - -  
Actividad con compuesto    
Blanco compuesto -   
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El péptido A25-35 se disuelve a una concentración final de 10 M, en 1 ml de PBS pH=7,4. Se 
incubó a 37ºC en agitación constante durante 4 días, con la finalidad de formar agregados amiloideos 
característicos. 
Para estudiar la posible inhibición de la agregación del A25-35 por parte de los flavonoides en 
estudio, éstos se adicionaron a diferentes concentraciones al comienzo de la incubación del A25-35, en 
las condiciones anteriores (37ºC, 4 días). 
Para estudiar el posible efecto desagregante del A25-35, los flavonoides se añadieron a distintas 
concentraciones al finalizar el proceso de agregación (4º día), manteniéndose 3 días adicionales a 37ºC 
y en agitación continua.  
Finalizado el tiempo de incubación, se utilizaron diferentes técnicas: cualitativas (ME) y 
cuantitativas (espectroscopia de fluorescencia estacionaria o resuelta en el tiempo), para determinar el 
efecto inhibitorio y/o desagregante de los compuestos. Pasaremos a describir cada una de ellas. 
 
Estudio de la agregación del péptido A25-35 por microscopía electrónica 
Finalizados los tiempos de incubación de la inhibición de la agregación, se tomaron 3 l de la muestras 
y se aplicaron sobre una rejilla de “Formvar/carbon” durante 30 s. Al cabo de este tiempo la rejilla se secó 
con papel filtro y se colocó en contacto con acetato de uranilo al 2% durante 20 s. Una vez seca la rejilla 
se observaron al ME modelo JEOL JEM-4000 EX. 
 
Cuantificación de la agregación del A25-35 por espectroscopia de fluorescencia en fase 
estacionaria 
El método se fundamenta en la capacidad de la tioflavina T (ThioT), colorante tiazolidínico, de intercalarse 
entre los agregados de A, produciendo un compuesto cuya fluorescencia es proporcional a la cantidad 
de agregado. 
Al finalizar los tiempos de incubación de los experimentos de inhibición y desagregación, se 
añadió ThioT a una concentración final de 25 M, se agitó fuertemente durante 10 s, para favorecer la 
formación del complejo fluorescente A-ThioT, para su respectiva cuantificación. Se midió la 
fluorescencia en el FluoroMax-4P Compact Spectrofluorometer (HORIBA Jobin Yvon), exc = 450 m; 
em = 482 m. La fluorescencia correspondiente a cada muestra se obtuvo al restar la fluorescencia de 
blanco que contenía solo ThioT 25 M en PBS pH = 7,4. 
Los resultados se expresaron como porcentaje respecto de la reacción control.  
 
Cuantificación de la agregación del A25-35 por espectroscopia de fluorescencia resuelta en el 
tiempo 
Esta técnica permite determinar el tiempo de vida media (, s) de los fluoróforos. Una de las 
características más importantes de un fluoróforo es el tiempo promedio que permance en el estado 
excitado antes de su retorno al estado fundamental. Por tanto, expresa el tiempo disponible para que el 
fluoróforo interactúe con el ambiente (difunda, rote, se quenchee) brindando de este modo información 
de su emisión. 
En este caso se cuantificó el tiempo de vida media del complejo A-ThT, transcurridos los 
tiempos de incubación de los experimentos de inhibición y desagregación. Se añadió ThioT a una 
concentración final de 25 M, se agitó durante 10 s, previa a la cuantificación. El decaimiento de la 
intensidad de la fluorescencia fue medida en el FluoroMax-4®, basado en la técnica de contaje de fotones 
únicos correlacionados temporalmente (Time-Correlated Single-Photon Counting, TCSPC), que incluye 
un diodo laser (Horiba–Jobin–Yvon). Este método determina la intensidad de emisión de la fluorescencia 
en función del tiempo. El tiempo de vida media representa el promedio de tiempo durante el cual el 
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complejo A-ThioT permanece excitado en el primer estado electrónico antes de retornar al estado 
fundamental.  
La determinación del tiempo de vida media del A-ThioT en presencia de quercetina y rutina se 
realizó con la finalidad de confirmar el efecto inhibitorio de la formación de los agregados del péptido A 
y/o el efecto desagregante de los compuestos. Las muestran se excitaron a 463 m y la intensidad de la 
fluorescencia se registró a 482 m. Como consecuencia de la excitación del complejo A-ThioT por el 
pulso laser, se obtiene un histograma de la fluorescencia en función del tiempo. 
 
2. CULTIVO DE LA LÍNEA CELULAR DE NEUROBLASTOMA HUMANO APPswe 
Se utilizó como modelo de Alzheimer experimental la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y 
transfectada por el gen APP695 (APPswe, KM670/671NL). Esta línea transgénica contiene una doble 
mutación en el codón 670 y en el codón 671, que origina un cambio en la secuencia de aminoácidos lo 
que provoca un incremento en la eficacia proteolítica de BACE, y como consecuencia, un incremento en 
la producción del A. Dicha mutación se asocia con la aparición temprana de EA familiar, y puede 
promover estrés oxidativo en las células debido a la sobreproducción del péptido βA. 
La línea celular SH-SY5Y-APPswe (APPswe) fue donada por el Prof. Weihong Song, de la 
Universidad British Columbia, Vancouver, BC, Canadá. En la Figura 24, se muestra una fotografía de las 
células APPswe a 10X de aumento, observada en el microscopio invertido Nikon (modelo TMS). 
Figura 24. Línea cellular transgénica de neuroblastoma humano SH-SY5Y–APPswe (APPswe). 
 
2.1. VIABILIDAD CELULAR. REDUCCIÓN DEL BROMURO DE 3-(4,5 DIMETILTIAZOL-2-IL)2,5 
DIFENILTETRAZOLIO (MTT) 
Este método se fundamenta en la capacidad de las células viables de reducir sales de tetrazolio como el 
MTT por las deshidrogenasas mitocondriales que lo transforman en formazán, un producto insoluble en 
agua que forma unos cristales de color azul oscuro. Esta técnica constituye una medida cuantitativa de 
la viabilidad celular ya que la cantidad de formazán formado es proporcional al número de células viables 
presentes en el cultivo celular. 
Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular se sembraron 40000 
células/pocillo de APPswe en placas de 96 pocillos. Transcurridas 24 h, las células se trataron con los 
flavonoides en estudio a diferentes concentraciones, en el medio de cultivo DMEN suplementado con 1% 
de suero bovino fetal (FBS), incubándose durante 24 h a 37ºC y 5% de CO2. Transcurrido el tiempo de 
tratamiento, se eliminó el sobrenadante y se añadió la solución de MTT (2 mg/ml, en PBS), en el medio 
de cultivo, incubándose a 37ºC, durante una hora. Seguidamente se eliminó el medio y se agregaron 100 
l de DMSO para disolver los cristales de formazán. Se mezcló bien y se realizó la lectura a  = 550 m 
en un lector de placas DigiScan. 
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2.2. ACTIVIDAD LACTATO DESHIDROGENASA (LDH) 
La LDH es una enzima citosólica que se libera al medio cuando hay muerte celular. Esta enzima cataliza 
la reacción de oxidorreducción reversible de piruvato a lactato, en presencia del cofactor enzimático 
NADH, que presenta un máximo de absorbancia a  = 340 m (Sun et al., 1997). 
Para determinar la LDH liberada al medio de cutlivo, las células APPswe se sembraron a una 
densidad de 100000 cel/pocillo en placas de 24 pocillos, en el medio de cultivo DMEN manteniéndose a 
37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%, durante 24 h. Las células se trataron con diferentes 
concentraciones de los flavonoides en estudio durante 24 h. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se 
trasvasaron 100 L del sobrenadante de cada pocillo y se adicionó 100 L de la mezcla de reacción 
(Piruvato sódico 0,18 mM y NADH 0,60 mM, en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4). Medimos el descenso 
de la fluorescencia durante 1 minuto a exc = 360 m y em = 460 m en el Fluorímetro FLx800. 
 
2.3. ESQUEMA GENERAL DE TRATAMIENTO DE LA LÍNEA CELULAR APPswe 
Para la realización de los tratamientos se sembraron aproximadamente 2.106 células en placas petri de 
100 mm de diámetro, en el medio de cultivo DMEM suplementado con aminoácidos no esenciales, 15% 
de FBS, 2 mM de glutamina y 300 g/ml de higromicina B. Las células se mantuvieron a 37ºC en un 
incubador con 5% de CO2, hasta alcanzar el 80% de confluencia (aproximadamente 96 h). Las células 
en fase logarítmica se trataron con los flavonoides, en medio de cultivo DMEN suplementado con 1% de 
FBS durante 24 h a 37ºC y en una atmósfera al 5% de CO2.  
Después de los tratamientos, se obtuvieron los pellet celulares y se almacenaron a -80ºC hasta 
su uso.  
 
2.4. INHIBICIÓN DE LA GENERACIÓN DE RADICALES LIBRES INDUCIDA POR H2O2 
Para la determinación de la generación intracelular de radicales libres, utilizamos el método de oxidación 
del diacetato de diclorofluoresceína (DCFA-DA) (LeBel et al., 1992) compuesto no fluorescente que 
penetra en las células, atravesando la membrana celular. La DCFA (no fluorescente) se libera por acción 
de las estearasas plasmáticas, en el interior de la célula, y en contacto con los radicales libres se 
transforma en un compuesto fluorescente, propiedad que aprovechamos para su cuantificación. Como 
inductor de la liberación de radicales libres se utilizó el agente citotóxico H2O2 a una concentración de 
100 μM. 
Para este ensayo se sembraron 40000 células/pocillo de neuroblastoma humano APPswe en 
placas de 96 pocillos. Transcurridas 24 h, las células se trataron con el DCFA-DA a 10 μM, en medio 
DMEM sin rojo fenol a 37ºC y 5% de CO2 durante 30 min, con la finalidad de que el DCFA-DA se incorpore 
dentro de la célula. A continuación se lavan con PBS y posteriormente se agregan los flavonoides a 
diferentes concentraciones, 30 min antes de adicionar el H2O2, permitiendo que el flavonoide se incorpore 
a la célula. La fluorescencia se midió en el Fluorímetro FLx800 a exc = 485 nm y em = 580 m, 60 min 
después de la adición del H2O2. 
 
2.5. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE CASPASAS 3 Y 6 
Las caspasas son un grupo de proteínas perteneciente al grupo de las cisteín-proteasas, caracterizadas 
por presentar un residuo de cisteína que media la ruptura de otras proteínas. En el caso de las caspasas 
el corte se produce al nivel de un residuo de aspartato de lo que deriva su nombre (cisteinil-aspartato 
proteasas).  
El ensayo fluorimétrico se basa en la hidrólisis de un sustrato peptídico acetil-Asp-Glu-Val-Asp-
7-amido-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) por la caspasa 3, y del N-Acetil-Val-Glu-Ile-Asp 7-amido-4-
metilcumarina (Ac-VEID-AMC) por la caspasa 6. Ambas enzimas liberan la fracción fluorescente 7-amino-
4-metilcumarina (AMC), cuya fluorescencia se determinó a las longitudes de onda de excitación y emisión 
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de 360 y 460 m, respectivamente. Las reacciones que realizan cada una de las enzimas se muestran 
a continuación. 
 
Ac-DEVD-AMC                        Ac-DEVD    +    AMC 
Ac-VEID-AMC                         Ac-VEID     +     AMC 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de lisis: HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, CHAPS 0,1%, glicerol 10%, DTT 10 mM, EDTA 
2 mM, PMSF 1 mM, y las antiproteasas leupeptina, peptatina y aprotinina a la concentración final de 1 
g/ml. 
- Tampón de reacción: HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, CHAPS 0,1%, glicerol 10%, DTT 10 mM, 
EDTA 2 mM. 
Procedimiento: 
El pellet celular conteniendo aproximadamente 4,5.106 células, se resuspendió en 100 l de tampón de 
lisis, se sonicó durante 10 s, se llevó a un baño de hielo durante 15 min. Para separar los restos celulares 
se centrifugó a 14000 g durante 15 min a 4ºC, recogiendo el sobrenadante donde se determinó la 
actividad. La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
20 g del extracto proteico se incubó en el tampón de reacción con 20 M de los sustratos 
fluorogénicos correspondientes para las caspasas 3 y 6, durante 60 min a 37ºC. La hidrólisis del sustrato 
se cuantificó por medición de la fluorescencia emitida en el Fluorímetro FLx800. Los resultados se 
presentaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (URF). 
 
2.6. ACTIVIDAD DEL PROTEASOMA 20S Y 26S 
Para la actividad del proteasoma se utilizó un sustrato fluorogénico específico que lleva unido al extremo 
terminal una molécula de AMC que al liberarse emite fluorescencia. Se midió la actividad específica de 
la subunidad 5 que hidroliza preferentemente enlaces peptídicos en el extremo carboxilo de 
aminoácidos hibrofóbicos (actividad CT-L o chymotrypsin like activity), empleándose el péptido 
fluorogénico Suc-leu-leu-Val-Tyr-MCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de lisis: Sucrosa 0,25 M, HEPES 100 mM pH 8, MgCl2 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM. 
- Tampón de reacción 20S: Tris-HCl 225 mM pH 8, MgOAc 7,5 mM, MgCl2 7,5 mM, KCl 45 mM, DTT 1 
mM. 
- Tampón de reacción 26S: Tris-HCl 225 mM pH 8, MgOAc 7,5 mM, MgCl2 7,5 mM, KCl 45 mM, DTT 1 
mM, ATP 100 M. 
Procedimiento: 
El pellet celular conteniendo aproximadamente 4,5.106 de células se resuspendió en 100 l de tampón 
de lisis. Para favorecer la lisis celular, las muestras se sometieron a 3 ciclos de congelación y 
descongelación. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 14000 g durante 20 min a 4ºC,  recogiendo 
el sobrenadante en el que se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford 
(Bradford, 1976). 
Para evaluar la actividad del proteasoma se tomaron 10 g del extracto proteico, 50 M del 
fluoropéptido Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, 75 L del tampón de reacción sin ATP (para la actividad 20S) 
o con 100 M de ATP (para la actividad 26S). La actividad se determinó tras la incubación de la mezcla 
CSP 3
CSP 6
MATERIALES Y MÉTODOS 
61 
 
de reacción durante 60 min a 37ºC. La fluorescencia se midió a exc = 360 m; em = 460 m en el 
Fluorímetro FLx800. Los resultados se representaron como URF. El resumen de los componentes de 
reacción se presenta en la Tabla 10. 
 
Tabla 10. Componentes de reacción 
Componentes 20S 26S 
10 g de extracto proteico   
Tampón de reacción   
ATP -  
Sustrato   
 
 
3. MODELO ANIMAL DE ALZHEIMER EXPERIMENTAL 
Como modelo in vivo de Alzheimer experimental hemos seleccionado la línea transgénica de ratón 
Tg2576 (B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha), línea “knock-in” heterocigota, que lleva inserta la hAPP con la 
doble mutación sueca de la enfermedad de Alzheimer (K670N, M671L) y como controles negativos, 
ratones wild type (WT) de la misma colonia (Hsiao et al., 1996). 
La colonia de ratones Tg2576 (B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha), se desarrolló en nuestro 
laboratorio a partir de machos heterocigotos y hembras WT. Los progenitores transgénico fueron 
donados por la Dra Diana Frechilla de la División de Neurociencias del “Centro de Investigación Médica 
Aplicada” (CIMA) de la Universidad de Navarra. 
Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (23 ± 2ºC) y humedad 
(55-60%), con ciclos de luz/oscuridad de 12 h. Se cumplió la normativa dictada en el Real Decreto 
223/1988 del 14 de Marzo sobre la protección de los animales para experimentación y otros fines 
científicos (BOE nº 67 de Marzo de 1998, pp 8509-8512). 
Todos los experimentos se realizaron siguiendo las regulaciones éticas para el uso y cuidado de 
animales de laboratorio dictado por la Unión Europea (UE 08-88), y los procedimientos fueron aprobados 
por el Comité de Experimentación animal de la UCM.  
 
3.1. GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGÉNICOS TgAPP 
El genotipado de los animales se llevó a cabo mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
utilizando extractos de ADN procedente de la cola de los animales. Teniendo en cuenta que el Tg2576 
(TgAPP) es una línea heterocigota, se utilizó el gen de inserción (PrP, de la proteína priónica) como 
control positivo de la reacción.  
 
Extracción de ADN: 
Los animales se genotiparon a los 30 días de su nacimiento. Para la disección de la cola (0,5 cm), los 
ratones fueron previamente anestesiados con 2% de isofluorano en oxígeno. La extracción del ADN se 
realizó por el método del fenol/cloroformo. A cada muestra se agregó 300 l de tampón de lisis (Tampón 
NID: KCl 50mM; Tris-HCl pH 8,3 50mM; MgCl2 50mM; gelatina 0,05%; NP-40 Sigma 0,45%; Tween 20 
0,4%, proteinasa K 0,1 g/l) y la mezcla se incubó 3 h a 56ºC en agitación. Transcurrido el tiempo, se 
añadió 1 volumen de fenol y se agitó por inversión durante 5 min; se centrifugó 5 min a 7000 g, 
seguidamente se tomaron 250 l de la fase acuosa. Se agregó 1 volumen de la mezcla fenol/cloroformo 
(1:1) se realizó el mismo procedimiento anterior. Se recuperó la fase acuosa en otro tubo y se añadió 1 
volumen de cloroformo; a la última fase acuosa recuperada se adicionó 1/10 volumen de acetato de sodio 
3 M y 1 volumen de isopropanol; la mezcla se agitó suavemente y se mantuvo a -20ºC durante 30 min, 
se centrifugó a 7000 g durante 5 min, se desechó el sobrenadante y se lavó con etanol 70%. Las muestras 
se secaron a temperatura ambiente para eliminar las trazas de etanol y finalmente fueron resuspendidas 
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en 30 l de tampón TE (Tris 10 mM-EDTA 1mM). La pureza y la concentración del ADN se determinó 
por espectroscopia a 260 y 280 m.  
 
Amplificación de genes: 
Mediante PCR se amplificaron los genes PrP y APP. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados 
en el genotipado se detallan en la Tabla 11.  
 
Tabla 11. Oligonucleótidos para el genotipado de los animales  





La mezcla reactiva se preparó para un volumen final de 25 μl conteniendo 100 g de ADN 
purificado, tampón de reacción KCl 50 mM, Tris/HCl 10 mM (pH 9 a 25ºC), triton X-100 0,1% (v/v), MgCl2 
1,5 mM, 200 µM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 25 pmoles de cada cebador y 1 
U de Taq ADN polimerasa. Las condiciones de cada ciclo de reacción fueron programadas en un 
termociclador (Perkin Elmer 2400); desnaturalización a 94ºC durante 90 s, hibridación 60ºC durante 60 
s, y polimerización a 72ºC durante 90 s. Estas condiciones se repitieron durante 39 ciclos, finalizando 
con un ciclo de 72ºC durante 7 min. En todos los casos se consideraron controles negativos de la reacción 
de PCR (sin ADN molde) y controles positivos del gen APP. Los productos de PCR obtenidos se 
separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en tampón TBE 0,5X a voltaje constante de 70 
V. Posteriormente se tiñeron con GelRed. En la Figura 25, se pueden observar el perfil de amplificación 
tanto para los ratones transgénicos como los WT. 
 
 
                                                                                1     2     3     4       5 
Figura 25. Genotipado de los ratones por PCR. (1) y (4) ratones trangénicos Tg2576: amplicón de 470 
pb correspondiente al gen APP; (2) ratón wild type: amplicón 760 pb del gen PrP; (3) Marcador Mass 
Ruler #170-8207, (5) Control de reacción sin ADN molde.  
 
3.2. PROTOCOLO DE ADMINISTRACIÓN DE LOS FLAVONOIDES A LOS ANIMALES  
En base a las propiedades antioxidantes y antiamiloidogénicas observadas en los experimentos in vitro 
y en la línea celular transgénica SH-SY5Y APPswe, se decidió evaluar el efecto neuroprotector de 
quercetina y rutina en este modelo animal.  
Una vez obtenida la colonia, los animales se distribuyeron en los siguientes grupos (n= 8) tanto 
en machos como en hembras: 
1. WT 
2. TgAPP-Control 
3. TgAPP-Quercetina 4 semanas 
4. TgAPP-Rutina 4 semanas 
760 pb (control interno) 
 470 pb (APP) 
 




Los flavonoides en estudio se incorporaron a una dieta regular (Harlan Ibérica, Barcelona, 
España) a una concentración de 200 ppm que corresponde aproximadamente a 28 mg de flavonoide/kg 
para ratones macho y 30 mg/kg para ratones hembra, el esquema de tratamiento se muestra en la Figura 
26.  
 
Figura 26. Esquema de tratamiento de los ratones transgénicos Tg2576. 
 
Los animales dispusieron de la dieta y el agua ad libitum. Al finalizar los tratamientos, los 
animales fueron sacrificados y se aisló el hipocampo y la corteza cerebral, áreas cerebrales en las que 
se realizaron las diferentes determinaciones. Adicionalmente se realizó un tratamiento con rutina a la 
misma dosis durante 4 semanas en ratones hembra que culminó cuando los animales tuvieron 16 meses 
de edad, con la finalidad de evidenciar los agregados amiloideos característicos de esta línea transgénica 
y el efecto de rutina sobre los mismos.  
Al finalizar los tratamientos los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y se procedió 
a la extracción del cerebro entero, a continuación se aislaron los hipocampos y 6 porciones de corteza 
cerebral en diferentes tubos, las muestras se almacenaron inmediatamente a -80ºC hasta su utilización. 
El cerebro entero de algunos animales se utilizó para la realización de cortes histológicos, para 
lo cual una vez sacrificados por dislocación cervical los cerebros fueron congelados por inmersión en 
isopentano a -80ºC. Inmediatamente después, se procedió a la realización de cortes coronales del 
cerebro (30 m de espesor) desde el bulbo olfatorio hasta el cerebelo separados entre si 120 micras en 
un criostato (Leica CM1850, Alemania) todo el procedimiento se realizó -20ºC. Estos cortes se recogieron 
en portaobjetos y se mantuvieron a -80ºC hasta su análisis. 
 
3.3. CAPTACIÓN DE 18F-FLUORODEOXIGLUCOSA (18[F]-FDG) POR TOMOGRAFÍA POR EMISIÓN 
DE POSITRONES (PET) IN VIVO  
Para llevar a cabo las adquisiciones tomográficas, los animales estuvieron en ayunas durante al menos 
8 h. A continuación, los ratones fueron inyectados con el radiotrazador emisor de positrones 18[F]-FDG 
(aprox. 300 Ci -11,1 MBq- en un volumen de 0.2 ml, i.p.; Instituto Tecnológico PET). Tras un período 
de incorporación de 45 min, se procedió a llevar a cabo la adquisión tomográfica. Para ello y con el fin 
de asegurar la inmovilidad durante todo el proceso de adquisición, los animales fueron anestesiados 
mediante inhalación con isofluorano en oxígeno (5% inducción y 2% mantenimiento). Una vez situado el 
animal se procedió a realizar la adquisición PET (30 min), para ello se empleo un tomógrafo PET 
específico para animales de experimentación (Albira PET, Oncovision, España). 
Las regiones de interés analizadas fueron: corteza frontal, corteza parieto-temporal, estriado e 
hipocampo. Con el fin de delimitar las estructuras cerebrales en estudio, las imágenes PET se 
corregistraron con MRI potenciada en T2 (Bruker Biospin, Alemania). Posteriormente, sobre dicha MRI 
se trazaron los volúmenes de interés (VOIs) correspondientes a las estructuras cerebrales a analizar. La 
actividad metabólica cerebral se expresa en KBq/cm3. Todo este proceso de visualización, delimitación 
de VOIs y cuantificación se realizó con el programa PMOD 2.9 (PMOD Technologies, Suiza). 
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3.4. CAPTACIÓN DE 18[F]-FDG EX VIVO MEDIANTE AUTORRADIOGRAFÍA 
El proceso de administración del radiotrazador fue básicamente similar al descrito anteriormente con la 
diferencia en que la dosis inyectada de trazador fue de 500 µCi en vez de 300 µCi. Pasados 45 min. 
correspondientes a la captación cerebral de 18[F]-FDG, los animales fueron sacrificados y los cerebros 
fueron rápida y cuidadosamente extraídos y congelados por inmersión en isopentano a -40ºC.  
Inmediatamente después, se procedió a la realización de cortes coronales del cerebro (30 µm 
de espesor) desde el bulbo olfatorio hasta el cerebelo separados entre si por 120 m, todo el 
procedimiento se realizó a -20ºC en un criostato. Los cortes histológicos se recogieron en portaobjetos, 
los cuales se expusieron a película de autorradiografía (Agfa Curix RP2 Plus, Mertsel, Bélgica) durante 
1 h. Las películas se revelaron de forma manual y se dejaron secar en corriente de aire caliente. Las 
impresiones de la película, fueron capturadas digitalmente con una resolución de 1728 x 1296 píxeles 
(DC300F Leica, Alemania). 
 
Obtención de imágenes 3D 
Las imágenes digitalizadas correspondientes a cada uno de los cortes coronales, fueron procesadas con 
el software ImageJ 1.37 (Wayne Rasband, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD, EE.UU.). A 
continuación, usando el software de análisis PMOD, se crearon los volúmenes de interés (VOIs) con 
isocurvas de nivel sobre las imágenes autorradiograficas para generar una máscara de las áreas 
cerebrales y para eliminar la posible contribución de las secciones adyacentes.  
Con el fin de crear una imagen 3D, todos los cortes de cada ratón se importaron como una pila 
de imágenes utilizando PMOD. Básicamente, las secciones adyacentes se alinean con las secciones 
inmediatamente precedente y posterior usando para ello la herramienta “corrección de movimiento” del 
módulo Fusión presente en el software. Para preservar las formas de las secciones se eligió una 
transformación rígida y se utilizó la suma diferencia al cuadrado como disimilitud métrica para la 
optimización. Después de la inspección visual del registro automático, se realizó una alineación manual 
de algunos cortes en caso de que fuera necesario. Finalmente se obtuvo una imagen 3D 
autorradiografica para cada animal, el cual se grabó para su posterior análisis (en formato analyze). 
 
Análisis  
Con el fin de cuantificar la captación de 18[F]-FDG en las áreas en estudio, primero se procedió al 
corregistro de las imágenes 3D con un template de resonancia cerebral de ratón. A continuación se 
aplicaron los VOIs de las regiones de estudio, obtieniéndose la densidad óptica de las distintas 
estructuras analizadas. Todo este proceso de visualización, corregistro, delimitación y cuantificación de 
VOIs se realizó con el software PMOD. 
Para corregir las variaciones en la dosis inyectada, el tiempo de incorporación, el tiempo hasta 
proceder al revelado de la película, las variaciones en peso y glucemia, los datos de captación se 
normalizaron frente a una estructura de referencia. En este caso, se eligió la protuberancia ya que de 
todas las estructuras de referencia, es la que se considera la más adecuada en el ámbito clínico 
(Minoshima et al., 1995). 
El análisis estadístico de los datos se realizó mediante ANOVA de 1 vía (Sigmastat 3.0). En caso 
de encontrar diferencias en algún factor se eligió el procedimiento de Student-Newman-Keuls como test 
a posteriori para determinar diferencias entre los cuatro grupos experimentales. 
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3.5. EXPRESIÓN DE RECEPTORES IONOTRÓPICOS DE GLUTAMATO 
Autorradiografía 3H-AMPA 
Para el marcaje de los receptores glutamatérgicos de tipo AMPA, se utilizó el ligando tritiado 3H-AMPA 
(Perkin Elmer, EEUU). Antes de la incubación con el ligando se procedió a una preincubación de los 
cortes con tiocianato potásico 100 mM disuelto en Tris-acetato 50 mM pH de 7,2 a 4ºC. La preincubación 
se repitió 3 veces durante 10 min cada una de ellas. Tras la preincubación, se realizó la incubación de 
los cortes con la misma solución añadiendo el ligando tritiado en una concentración de 10 M durante 
45 min a 4ºC. Después de esos 45 min se realizó el lavado 4 veces en el tampón de incubación sin el 
ligando tritiado durante 4 s y, posteriormente, 2 veces en una solución de glutaraldehído en acetona al 
2,5% durante 2 s.  
Después del marcaje, los cortes se secaron en la estufa a 37ºC y se dispusieron en los cassettes 
junto con una película autorradiográfica (Biomax MR, Kodak) de alta resolución durante 10 semanas. 
Tras ese tiempo, se revelaron de forma manual. 
 
Autorradiografía 3H-MK801 
Este ligando se une a los receptores glutamatérgicos tipo NMDA. Para ello se preincubaron los cortes 
coronales en Tris 50 mM con glutamato 50 M, glicina 30 M y espermidina 50 M con un pH 7,2 a 4ºC. 
Después de la preincubación, los cortes se sumergieron en un solución similar con adición del ligando a 
3,3 M durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la incubación, se lavaron los cortes 2 veces con la 
solución de incubación sin glutamato durante 5 min cada lavado y finalmente con agua destilada a 4ºC 
durante 1 s. Una vez finalizado el protocolo los portas se secaron en la estufa a 37ºC y se expusieron a 
una película autorradiográfica (Biomax MR, Kodak) de alta resolución durante 10 semanas antes de 
proceder al revelado. 
 
Autorradiografía 3H-Kainato 
El ligando 3H-kainato se une a los receptores glutamatérgicos de kainato. Los cortes se preincubaron en 
una solución de Tris-citrato 50 mM y acetato cálcico 10 mM a un pH de 7,1 a 4ºC. La preincubación se 
repitió 3 veces durante 10 min cada una. Tras ese tiempo se incubaron, se introducen los cortes en esa 
misma solución, esta vez con el ligando radiactivo a una concentración de 9,4 M durante 45 min a 4ºC 
de temperatura. Una vez finalizada la incubación, se realizó el lavado en el tampón de incubación sin 
ligando 3 veces durante 4 s a 4ºC y otras 2 veces con glutaraldehído en acetona al 2,5% durante 2 s 
cada una de ellas. Posteriormente, los portaobjetos se secaron en la estufa a 37ºC. Una vez secos se 
pusieron en un cassette junto con una película autorradiográfica (Biomax MR, Kodak) de alta resolución. 
Tras 12 semanas de exposición, la película fue revelada de forma manual. 
 
3.6. TINCIÓN CON FLUORO-JADE C 
La tinción con Fluoro-Jade C es una técnica que permite identificar de manera selectiva neuronas que 
están degenerando y sus proyecciones (dentritas distales, axones y terminales axónicas), en secciones 
de tejido independientemente de la causa de dicha neurodegeneración. Fluoro-Jade C es un derivado 
aniónico de fluoresceína con un peso molecular de 823 daltons y un pico de excitación máximo a 485 
m (azul) y un pico de emisión máximo a 525 m (verde), ambas propiedades son pH dependientes. 
Para que el marcaje sea específico debe prepararse en un medio ácido (pH 3-4) ya que se favorece la 
intensidad de la luz emitida. El proceso seguido es el descrito por Schmued y col. (2005) con mínimas 
modificaciones (Schmued et al., 2005). 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 
- Formaldehído 4% en tampón fosfato  
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- Alcohol básico: NaOH 1% en etanol 80% 
- Etanol 70% 
- Permanganato de potasio al 0,06% 
- Ácido acético 0,1% 
- Fluoro-Jade C y DAPI al 0,0001% en ácido acético 0,1%: esta solución se preparó en el momento 
a partir de una solución stock de 0,01% (a 4ºC protegido de la luz, estable durante 3 meses) 
- Solución de montaje Fluoromount (Sigma) 
 
Procedimiento: 
Las secciones cerebrales de 30 m se secaron previamente para ser fijados en una solución de 
formaldehído 4% en tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 10 min, se lavó dos veces en tampón fosfato, 
luego se introdujeron en alcohol básico durante 5 min, transcurrido el tiempo se incubó en etanol al 70% 
durante 2 min, se lavaron con agua durante 2 min, y a continuación se incubó sobre permanganato de 
potasio al 0,06% durante 10 min, esto con el objetivo de disminuir el fondo de la tinción, además evitar 
la pérdida de señal fluorescente. Tras esta tinción, las secciones cerebrales se lavaron con agua durante 
1 min, seguidamente se incubaron en la solución de Fluoro-Jade C y DAPI al 0,0001% durante 10 min, 
trascurrido el tiempo se lavó con agua destilada 3 veces durante 1 min en cada cambio, el exceso de 
agua se retiró con papel y se añadió 1 gota de Fluoromount, se dejó secar durante 1 h, para evitar las 
desecación los bordes fueron sellados con esmalte de uñas. Las secciones se examinaron en el 
microscopio epifluorescencia Zeiss Axioplan-2, usando el sistema de filtros de (Excitación 485 m; 
Emisión 525 m). Para observar el marcaje nuclear azul por DAPI se excitó con luz UV. 
 
3.7. TINCIÓN DE LOS AGREGADOS DE A UTILIZANDO LA TIOFLAVINA T 
El método se fundamentan en la capacidad de la tioflavina T (ThioT), un colorante tiazolidínico, de 
intercalarse entre los agregados de A, produciendo un compuesto fluorescente proporcional a la 
cantidad de agregado. 
 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 
- Formaldehído 4% en tampón fosfato  
- Solución stock de Hematoxilina Gill 3X: 25 ml de etilenglicol se disolvieron en 75 ml de agua 
destilada, sobre esta solución se adicionó 600 mg de hematoxilina, 60 mg de iodato de sodio, 8 g 
de sulfato de aluminio y 2 ml de ácido acético glacial, se dejó en agitación durante 1 h a temperatura 
ambiente y se filtró 
- Solución de trabajo de Hematoxilina Gill: La solución anterior se diluyó en la proporción 1:5 en agua 
destilada antes de su uso 
- Tioflavina T 0,25% en agua destilada 




Los portaobjetos conteniendo las secciones cerebrales de 30 M una vez descongelados y secos, fueron 
fijados en una solución de formaldehído 4% en tampón fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 10 min, se lavó dos 
veces en tampón fosfato, posteriormente se introdujeron en la solución de trabajo de hematoxilina Gill 
durante 30 s, se lavó con agua corriente durante 5 min, adicionalmente se realizó un lavado en agua 
destilada y se incubó en una solución de tioflavina T 0,25% durante 10 min, luego se introdujo en una 
solución de etanol al 70% durante 5 min para favorecer la diferenciación de la tinción, se lavó en agua 
destilada 2 veces, el exceso de agua se retiró con papel y se añadió 1 gota de Fluoromount, se dejó 
secar durante 1 h, para evitar las desecación los bordes fueron sellados con esmalte de uñas. Las 
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secciones se examinaron en el microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioplan-2, usando el sistema de 
filtros (Excitación 485 m; Emisión 525 m). 
 
4. DETERMINACIONES EN CÉLULAS APPswe, CORTEZA E HIPOCAMPO DE RATONES TgAPP 
4.1. GLUTATION 
Para determinar el glutation es necesario medir tanto su forma reducida como su forma oxidada e 
interpolar en una curva patrón del glutation reducido, la cual es lineal entre 0 y 5 moles/pocillo. Se utilizó 
la curva patrón de GSH porque lo que medimos en forma directa en este ensayo es un compuesto 
fluorescente formado por la reacción del O-ftalaldehído (OPA) con el GSH (Senft et al., 2000). 
 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón redox quenching (RQB): HCl 20 mM, DTPA 5 mM, L-ascórbico 10 mM 
- Tampón RQB-ácido tricloroacético (ATC): ATC al 5% disuelto en RQB 
- N-etilmaleimida (NEM) 3,15 mM, disuelto en RQB 
- Tampón fosfato potásico 1M pH = 7 
- Tampón fosfato potásico 0,1M pH = 6,9 
- Ditionito sódico (DT) 95,62 mM disuelto en RQB 
- OPA 5 mg/ml disuelto en metanol 
- GSH 10 mM disuelto en RQB-ATC 
 
Procedimiento:  
Al pellet celular de media placa petri grande, conteniendo aproximadamente 4,5.106 de células, se agregó 
120 l de tampón RQB-ATC (Burbujerado previamente con argón durante 15 min en hielo). En el caso 
de tejido cerebral se adicionó RQB-ATC a una concentración de 25 mg/ml. Las muestras se 
resuspendieron por sonicación durante 10 s, se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4ºC y se 
recogieron los sobrenadantes donde se cuantificaron los niveles de glutation. Los pellets se disolvieron 
en vórtex hasta su completa disolución en 240 l de NaOH 0,1 M, para medir la concentración de 
proteínas por el método del ácido bicinconínico (BCA). En el sobrenadante obtenido se determinaron los 
niveles de GSH y GSSG siguiendo los protocolos presentados en las Tablas 12 y 13, respectivamente. 
 
Tabla 12. Protocolo para la determinación del glutation reducido (GSH): 
 A (Blanco) en l B en l 
Muestra 10 10 
ATC-RQB 30 30 
NEM 5 5 (RQB) 
Tampón fosfato 1 M 35 35 
Se incubó 15 min a temperatura ambiente y con agitación. 
Tampón fosfato 0,1 M 150 150 
OPA 10 20 
 
Tabla 13. Protocolo para la determinación del glutation oxidado (GSSG): 
 A (Blanco) en l B en l 
Muestra 40 40 
NEM 5 5 
Tampón fosfato 1 M 35 35 
Se incubó 15 min a temperatura ambiente y con agitación. 
DT 5 (RQB) 5 
Se incubó una hora a temperatura ambiente. 
Tampón fosfato 0,1 M 150 150 
OPA 10 20 
MATERIALES Y MÉTODOS 
68 
 
En ambos casos se incubó 30 min a temperatura ambiente y finalmente se realizó la lectura a 
exc 360 m y em 460 m en el Fluorímetro FLx800. 
 
4.2. SUSTANCIAS REACTIVAS AL ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS)  
El contenido en TBARS fue usado como índice de lipoperoxidación. Tras el tratamiento de 24 h con 
quercetina y rutina, el pellet celular de media placa se resuspendió en 100 l de tampón fosfato 50 mM 
pH 7,4. En el caso de tejido cerebral se adicionó el tampón fosfato hasta alcanzar una concentración de 
25 mg/ml. La suspensión celular se homogenizó por sonicado durante 10 s. A 30 l del homogenado se 
adicionó 250 l de ácido fosfórico al 1%, 75 l de ácido tiobarbitúrico (TBA) al 0,6%. La mezcla reactiva 
se incubó a 100ºC en baño de agua durante 45 min. Trascurrido el tiempo se enfrió en un baño de hielo 
y seguidamente se centrifugó a 3000 g durante 10 min a 4ºC. Se tomaron 150 l del sobrenadante de 
cada muestra y se cuantificó la fluorescencia a exc 485 y em 530 m en el Fluorímetro FLx800. 
Paralelamente se preparó una curva de calibración MDA como estándar. Los resultados fueron 
expresados en mol de MDA/mg de proteínas.  
 
4.3. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LAS PRINCIPALES ENZIMAS ANTIOXIDANTES 
Para la determinación de la actividad enzimática, tras 24 h de tratamiento, el pellet celular de dos placas 
petri se resuspendió en 300 l de tampón de lisis conteniendo tampón fosfato 50 mM pH 7,4 y 
antiproteasas (EDTA 1mM, PMSF 1 mM, peptatina 1 g/ml y leupeptina 1 g/ml). En el caso de tejido 
cerebral se adicionó el tampón de lisis hasta alcanzar una concentración de 50 mg/ml. La suspensión 
celular se sonicó durante 30 s en baño de hielo y el homogenado se centrifugó a 10 000 g durante 15 
min a 4ºC, recogiéndose el sobrenadante para la determinación de la actividad enzimática de las enzimas 
antioxidantes. 
 
Superóxido Dismutasa (SOD) 
Fue medida por el método de Marklund y Marklund (1974), basado en la capacidad que tiene la SOD de 
inhibir la autooxidación del pirogalol a pirogalina y radical superóxido que autocataliza la oxidación del 
pirogalol en medio alcalino (Marklund and Marklund, 1974). 
2O2.- + 2H+  H2O2 + O2 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de reacción: Tris 50 mM + ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA) 1 mM pH 8,2 
- Pirogalol 24 mM disuelto en HCl 10 mM 
- Tampón fosfato 50 mM pH 7,4 
Procedimiento: 
La reacción no catalizada contenía 160 l del tampón de reacción, 30 l de tampón fosfato 50 mM y 10 
l de pirogalol 24 mM. Se ajustó la cantidad de pirogalol hasta que en la reacción control se produjeran 
incrementos de absorbancia/min en el rango de 0,020 – 0,050. La reacción catalizada contenía 160 l 
de tampón de reacción, 30 l de extractos celulares totales de cada una de las muestras y 10 l de 
pirogalol 24 mM. Se mezcló bien y se realizó la lectura a 405 m en un lector de placas DigiScan durante 
3 min con lecturas cada 10 s, con un retraso inicial de 20 s. 
Cálculos: 
Una unidad de SOD es la cantidad de enzima que inhibe la oxidación de pirogalol en un 50%. 
% Inhibición = Abs. Control x Abs. Problema  x 100 
                  Abs. Control 
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Actividad SOD (U/mg proteína) = % Inhibición x 0,2 x F 
                                                      50 x Vm x P 
F= Factor de dilución 
0,2 = Volumen final de la reacción 
Vm = Volumen de muestra (0,030 ml) 
P= mg de proteína/ml 
 
Catalasa (CAT) 
La técnica utilizada fue la descrita por Hugo Aebi (1974). Este método se basa en el seguimiento de la 
descomposición de H2O2 para dar H2O y O2 mediante espectrofotometría a 240 m como consecuencia 
de la actividad catalítica de la catalasa (Aebi, 1984). 
2H2O2  2H2O + O2 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de reacción: Tampón fosfato 50 mM pH 7,4 
- H2O2 14 mM en tampón fosfato 50 mM pH 7,4 
Procedimiento: 
A 870 l de tampón fosfato 50 mM pH 7,4 conteniendo H2O2 14 mM, se adiconó 30 l de los extractos 
celulares totales de cada una de las muestras. La descomposición del H2O2 se determinó directamente 
por monitorización de la disminución de la absorbancia del H2O2 a 240 M, a 25ºC en un 
espectrofotómetro UV-VIS (Halo RB-10). 
Cálculos: 
Actividad CAT (IU/mg proteína) = Abs./min x 0,9 x F 
                                                     3.6 x 10-3 x Vm x P 
F= Factor de dilución 
0,9 = Volumen final de la reacción 
Vm = Volumen de muestra (0,030 ml) 
P= mg de proteína/ml 
 
Glutation Reductasa (GR) 
La actividad de esta enzima se evalúa de acuerdo al método de Massey y Williams (1965). La GR cataliza 
la reducción de GSSG, utilizando NADPH como cofactor, dando lugar a dos moléculas de GSH. La tasa 
de disminución de la absorbancia ocasionada por la oxidación de NADPH a NADP+ se sigue 
espectrofotométricamente a 340 m, siendo directamente proporcional a la actividad enzimática de GR 
(Massey and Williams, 1965). 
GSSG + NADPH + H+  2GSH + NADP+ 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de reacción: Tampón fosfato 50 mM pH 7.4 con EDTA 6.3 mM 
- NADPH 4 mM 








Para cuantificar la actividad de GR, se añadieron 30 l de cada muestra sobre 735 µl de tampón de 
reacción. Se adicionó GSSG y NADPH a las concentraciones finales de 250 µM y 3 mM, 
respectivamente. La absorbancia se midió durante 5 min con un retraso inicial de 30 s. La reacción no 
catalizada se realizó en ausencia de muestra problema cuyo volumen se reemplazó con tampón fosfato 
y se evaluó en las mismas condiciones anteriores, para determinar la reacción en ausencia de enzima. 
La absorbancia se midió a 340 m durante 5 min en un espectrofotómetro UV-VIS Halo RB-10. 
 
Cálculos: 
Actividad GR (moles NADPH/min mg proteína) = Abs./min x 0,9 x F 
                                                                           6,22 x 10-3 x Vm x P 
F= Factor de dilución 
0,9 = Volumen final de la reacción 
6,22.10-3 ml. mol-1. cm-1 = Coeficiente de extinción molar del NADPH 
Vm = Volumen de muestra (0,030 ml) 
P= mg de proteína/ml 
 
Glutation Peroxidasa selenio dependiente (GPx-Se) 
Se utilizó el método de Barja de Quiroga y col. (1990), la técnica está basada en la oxidación del GSH 
por el H2O2 en una reacción catalizada por la GPx-Se que contiene la muestra (Reacción 1). El GSH se 
mantiene a una concentración constante durante la reacción mediante la adición de GR y NADPH; así, 
el GSSG se reduce formando GSH y el NADPH es oxidado y consumido durante la reacción (Reacción 
2) (Barja de Quiroga et al., 1990). 
 
2 GSH + H2O2        GSSG + 2 H2O (Reacción 1) 
GSSG + NADPH  2 GSH + NADP+ (Reacción 2) 
La oxidación del NADPH a NADP+ es monitorizada mediante la disminución de la absorbancia a 
340 m. 
Soluciones de trabajo: 
- Solución reactiva: 7 mg de azida (para inhibir la actividad de catalasa), 10 mg de EDTA, 33 mg de GSH, 
5 mg de NADPH, 27 UI de GR se prepararon en 25 ml de tampón fosfato 50 mM pH 7,4 previamente 
burbujeado con argón. 
- H2O2 10 mM en tampón fosfato 50 mM pH 7,4 
Procedimiento: 
La actividad de GPx-Se se midió tras preincubar durante 4 min 820 l de la solución reactiva con 50 l 
de los extractos proteicos de cada muestra problema, tras los cuales se añadió 30 l del sustrato H2O2 
10 mM. La reacción no catalizada se realizó en ausencia de muestra cuyo volumen se reemplazó con 
tampón fosfato y se evaluó en las mismas condiciones anteriores, ya que siempre existe reacción en 
ausencia de enzima. La absorbancia se midió a 340 m durante 4 min en un espectrofotómetro UV-VIS 
Halo RB-10. 
Cálculos: 
Actividad GPx-Se (moles NADPH/min mg proteína) = Abs./min x 0,9 x F 
                                                                                         6,22 x 10-3 x Vm x P 
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F= Factor de dilución 
0,9 = Volumen final de la reacción 
6,22.10-3 ml. mol-1. cm-1 = Coeficiente de extinción molar del NADPH 
Vm = Volumen de muestra (0,050 ml) 
P= mg de proteína/ml 
 
4.4. NIVELES DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOT 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de lisis: Tris 50 mM pH=8, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, tritón X-100 1%, SDS 
0.1%, desoxicolato de sodio 0.5%, PMSF 2 mM, leupeptina 10 g/ml, peptatina 10 g/ml, aprotinina 10 
g/ml, NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM. 
 
Procedimiento: 
Células: El pellet celular correspondiente a media placa petri conteniendo aproximadamente 4,5.106 de 
células se resuspendió en 200 l de tampón de lisis. 
Cerebros: A una cantidad conocida de tejido se adicionó el tampón de lisis en la proporción 1:10.  
Las muestras se homogenizaron durante 30 s utilizando el motor Cordless (Pellet pestle, Sigma-
Aldrich), seguidamente se incubó en hielo durante 15 min para favorecer la lisis celular, transcurrido el 
tiempo de centrifugó a 10 000 g durante 15 min, y en el sobrendante se determinó la concentración de 
proteínas por el método de Bradford (Bradford, 1976). 
 
Electroforesis en geles de poliacrialamida SDS (PAGE-SDS) 
Soluciones de trabajo: 
- Solución A: Acrilamida 30%, bis-acrilamida 0,8%. 
- Solución B: Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8; SDS 0,4%. 
- Solución C: Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8; SDS 0,4%. 
- Persulfato amónico (APS) 10% 
- Tampón de electroforesis: Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3. 
- Tampón de carga 5 X: Tris-HCl 60 mM pH 6,8, glicerol 25%, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 14,4 mM, azul 
de bromofenol 0,1%. 
Equipo 
- Mini protean II (Bio-Rad) 
Procedimiento 
Hemos utilizado geles de poliacrilamida al 7,5 y 10%, según el tamaño de la proteína a analizar. El 
protocolo para la preparación de los geles de poliacrilamida SDS en tampón glicina empleados se resume 
en la Tabla 14. 
Tabla 14. Protocolo para la preparación de geles de poliacrilamida-SDS 
Reactivos Gel de empaquetamiento 5% Gel separador 7,5% Gel separador 10% 
Solución A (ml) 0.67 2.50 3.33 
Solución B (ml)    - 2.50 2.50 
Solución C (ml) 1.00    -    - 
Agua destilada (ml) 2.30 5.00 4.17 
APS (l) 30 50 30 
TEMED (l)   5 10 10 
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Una vez polimerizado el gel de poliacrilamida, 10 g del extracto de proteínas se mezclaron con 
el tampón de carga 5X. A continuación las muestras se calentaron a 100ºC durante 4 min, y se cargaron 
en los pocillos del gel de empaquetamiento. La electroforesis se realizó en tampón Tris-HCl 25 mM a pH 
8,4, glicina 0,19 M y SDS 0,1% a 100 mV durante los 6 primeros min y a 200 mV durante 
aproximadamente 45 min. 
 
Western-blot 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de transferencia: Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, pH 8,1-8,4. 
- PBS: Na2HPO4 2H2O 80 mM, NaH2PO4 2H2O 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5 
- PBS-Tween: PBS + Tween 20 (0,1%). 
 
Equipo 
- Analizador de imagen. Modelo: Multi Genius. Bio Imaging Systems (Syngene) 
 
Procedimiento 
Una vez completado el recorrido tras la separación según el peso molecular, se equilibró el gel y la 
membrana en tampón de transferencia (previamente enfriado a 4ºC) durante 15 min. Se montó el sistema 
y se realizó la transferencia a 350 mA durante 60 min. Transcurrido el tiempo, se separó el gel de la 
membrana, se llevó a cabo la tinción del gel con azul de Coomassie para verficar la correcta migración 
de las proteínas. Por otro lado, la membrana se bloqueó con leche en polvo al 10% en PBS durante al 
menos 1 hora y en agitación. Transcurrido el tiempo, se lavó la membrana con PBS durante 30 min con 
cambios cada 10 min. A continuación se incubó con el anticuerpo primario (Tabla 15) durante toda la 
noche (agitación constante y 4ºC). Las diluciones de los anticuerpos variaron en cada caso y se realizó 
en función del anticuerpo a utilizar.  
Tabla 15: Anticuerpos utilizados para la identificaciòn de proteínas mediante western blot. 
Proteína Especificidad Casa comercial Dilución Peso molecular 
(kDa) 
-Actina Ratón/humano Sigma 1:50 000 48 
ADAM-10 Ratón/humano Santa Cruz 1:1000 60 
APP Ratón/humano Chemicon 1:40 000 110, 120, 130 
CAT Ratón/humano Sigma 1:40 000 60  
GPx Ratón/humano Abcam 1:2000 22 
GR Ratón/humano Abcam 1:2000 58 
SOD Ratón/humano Genscript 1:10 000 23 
PARP Humano Transduction 1:2000 113 
 
Al día siguiente se lavó la membrana con PBS-Tween durante 30 min con cambios cada 10 min 
y se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa durante al menos 1 
hora. Posteriormente se lavó la membrana con PBS-Tween durante al menos 2 h con cambios cada 10 
min. La detección de la proteína correspondiente se realizó por quimioluminiscencia (ECL). 
 
4.5. EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR EN TIEMPO REAL 
Extracción y purificación del ARNtotal 
Soluciones de trabajo: 
- Tampón de lisis: Triomol® 
- Agua DEPC: Agua bidestilada tratada con DEPC al 0,1% y luego autoclavada para eliminar e inactivar 
el DEPC 




Células: El pellet celular correspondiente a media placa petri conteniendo aproximadamente 4,5.106 de 
células se resuspendió en 400 l de tampón de lisis. 
Cerebros: A una cantidad conocida de tejido se adicionó el tampón de lisis Triomol en la proporción 1:10. 
Las muestras se homogenizaron 30 s utilizando el motor Cordless (Pellet pestle, Sigma-Aldrich), 
se incubaron durante 5 min a 25ºC para permitir la completa disociación de los complejos de 
nucleoproteínas. A continuación, se adicionó 0,2 ml de cloroformo por cada ml de triomol utilizado. Los 
tubos se agitaron vigorosamente durante 15 s y se incubaron a 25ºC durante 3 min. Posterioremente, se 
centrifugaron a 11000 g durante 15 min a 4ºC. Tras la centrifugación se obtuvieron tres fases, 
encontrándose el ARN en la superior. 
Para aislar el ARN, se transfirió la fase superior a otro tubo y se precipitó añadiendo 0,5 ml de 
isopropanol. Tras mezclar bien el isopropanol y la solución acuosa por inversión, se incubó a temperatura 
ambiente durante 10 min para favorecer la precipitación, y se centrifugó a 12000 g durante 10 min a 4ºC. 
Los sobrenadantes se eliminaron y los pellets fueron lavados con etanol al 75%, centrifugándose a 7500 
g durante 5 min a 4ºC. Los pellets se secaron a temperatura ambiente y se disolvieron en 50 l de agua 
DPCE. Para eliminar las trazas de ADN, se añadió 2,5 l de ADNasa (Libre de ARNasa) y se incubó a 
37ºC durante 30 min. Finalmente las muestras se calentaron a 64ºC durante 5 min para inactivar la 
ADNasa. 
Posteriormente se cuantificó la concentración de ARN en un espectrofotómetro UV-VIS, 
basándonos en la propiedad que tienen las bases nitrogenadas de absorber a 260 m. Además, se 
determinó la absorción de las proteínas de la muestra a 280 m, para calcular la razón de absorbancias 
A260/A280 que da idea del nivel de contaminación de proteínas de la muestra. Se consideró una buena 
proporción de 1,7-2.1, por de bajo se este rango nos indicaría una contaminación con proteínas o fenol.  
La determinación de su integridad y pureza se realizó mediante una electroforesis en un gel de 
agarosa al 1% teñido con GelRed y visualizado bajo luz UV, donde, si el ARN está intacto, debemos 
observar dos bandas superiores correspondientes al ARN ribosómico (28S y 18S) y dos bandas inferiores 
que son el ARN transferente y el ARN ribosómico 5S. El ARN mensajero (ARNm) no aparece definido 
como una única banda, sino como un conjunto de bandas no discretas que van de 5 kilobases hasta 600 
bases, no debemos observar bandas correspondientes a ADN genómico, lo cual indicaría que la ADNasa 
no actuó eficientemente (Figura 27). Verificando la integridad, pureza y concentración del ARN total, 
recien se procedió a la síntesis de ADN complementario. 
 
 
Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de producto de extracción de ARN a partir de pellets celulares de APPswe. Se 
observan dos bandas superiores correspondientes al ARN ribosómico (28S y 18S) y dos bandas inferiores que son el ARN 
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Síntesis de ADN complementario (ADNc) 
El ADNc es mucho más estable que el ARN y por lo tanto permite un manejo más cómodo y seguro de 
la muestra. El ADNc se sintetizó a partir del ARN por retrotranscripción, utilizando el kit First Strand ADNc 
Synthesis Kit for RT-qPCR (Fermentas Life Scienses). 
Se partió de 2 g de ARNtotal, se adicionó agua tratada con DEPC hasta 11 l y se añadió 1 L 
de Random primers 10X, a continuación se incubó a 65ºC durante 10 min para desnaturalizar el ARN. 
Transcurrido este tiempo, los tubos se llevaron inmediatamente a 4ºC durante 5 min para evitar la 
renaturalización del ARN, a pesar de se ser una molécula de cadena sencilla, contiene estructuras 
secundarias intercatenarias que pueden interferir en la reacción de retrotranscripción, pudiendo impedir 
el correcto apareamiento de los cebadores. 
La mezcla de reactivos para la síntes de ADNc se muestran en la Tabla 16. 
Tabla 16. Mezcla de reactivos para la síntes de ADNc 
Reactivos Volumen (l) 
Tampón RT 10X 4 
Inhibidor ARNasa (20 U/µl) 1 
dNTPs 10 mM 2 
Transcriptasa reversa (20 U/µl) 1 
 
Se adicionó 8 l de la mezcla de reacción por muestra, se llevó todo el volumen al fondo de los 
tubos para incubarlos a 42ºC durante 60 min. Finalmente la reacción se detuvo inactivando la 
transcriptasa reversa por calentamiento a 70ºC durante 10 min. 
PCR a tiempo real 
La principal característica de la PCR a tiempo real es que el análisis de los productos se produce durante 
el proceso de amplificación, mediante la determinación de la fluorescencia. De esta forma, los procesos 
de amplificación y detección se producen de manera simultánea en el mismo tubo o vial sin necesidad 
de ninguna acción posterior. Para la PCR a tiempo real, se utilizan termocicladores que son capaces de 
amplificar y detectar la fluorescencia simultáneamente. Nosotros hemos utilizado el termociclador de 
tiempo-real LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) (Figura 28). 
 
Figura 28. LightCylcer 1.5 ROCHE, sistema que detecta y cuantifica ácidos nucleicos. 
 
En la Tabla 17 indicamos los reactivos necesarios para la realización de la PCR a tiempo real 
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Tabla 17. Mezcla de reactivos para una reacción de PCR a tiempo real 
Componentes de la reacción Volumen (l) 
Quantimix easy master mix 2X 10 
Primer F 10 uM 1 
Primer R 10 uM 1 
BSA 10 mg/ml 1 
ADNc 1 
Agua grado PCR 6 
 
Para el diseño de los cebadores de los distintos marcadores cuantificados, se utilizó el programa 
bioinformático Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) para lo cual 
hemos tomado las secuencias de ADNc de los genes de interés de la base de datos de libre acceso de 
Medline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez). Los cebadores han sido suministrados por Sigma-Aldrich, 
la temperatura de hibridación y la secuencia de los diferentes cebadores utilizados, se muestra en la 
Tabla 18 y 19 para genes de Homo sapiens y Mus musculus, respectivamente. 
 
Tabla 18. Cebadores para síntesis de ADNc para Homo sapiens. 
GEN Oligo (Sentido 5´-3´) Oligo (Antisentido 3´-5´) Th pb 
hAPP ACCGCTGCTTAGTTGGTGAG GGTGTGCCAGTGAAGATGAG 55 113 
hBACE-1 GCCCCAACGTCACTGTGCGTGCC AGCCAGCACCACAAAGCTGCAGGGA 65 207 
hADAM-10 TTCAGGAAGCTCTGGAGGAA TTCTCCTGGTGTGCACTCTG 60 202 
hSOD-1 AGACGGGGTGCTGGTTTGCG CACACGGCCTTCGTCGCCAT 65 114 
hSOD-2 CCTTGCGGCGCAGCTGGGGT GCCGCACACTGCCCGGCTCA 65 171 
hCAT GCCTGCTGAGGGTGGAGACCCACG GCGCGGCCCGCTGCTCCTTC 65 131 
hGPx TTGACATCGAGCCTGACATC ACTGGGATCAACAGGACCAG 60 213 
hGRS AGTGGGACTCACGGAAGATG CCTGCAGCATTTCATCACAC 60 200 
hCSP3 TGGAATTGATGCGTGATGTT GGCAGGCCTGAATAATGAAA 60 201 
hCSP6 GCAATGAGCTCGGCCTCGGG CAGGTGCCCCGCCTTTCTGG 65 206 
hPSME1 CCTCGGATTGAGGATGGTAA GCTGCTTGGCTGCTTTAGTC 60 157 
hPSMB2 TTTTACCGAGCAACGTAGGG CCTTATGTGACGCCCAGTTT 60 154 
hPARP-1 CCAGCAGAAAGTCAAGAAGACTCTGGG GGCGCACCTGGCCCTTTTCT 65 110 
hGADPH GAGCCCGCAGCCTCCCGCTT CCAGGCGCCCAATACGACCA 65 149 
 
Tabla 19. Cebadores ara la síntesis de ADNc para Mus musculus. 
GEN Oligo (Sentido 5´-3´) Oligo (Antisentido 3´-5´) TA pb 
huAPP ACCGCTGCTTAGTTGGTGAG GGTGTGCCAGTGAAGATGAG 55 113 
BACE CCACCAACCTTCGCTTGCCCA CCAGCACACCAGCTGCTCCC 65 119 
ADAM-10 AGTGGAGCGAGAGGGAGGCG CCGCCCAGGAGAGGAGCAGA 65 163 
GSR TGTCAAAGGCGTCTATGCTG GGCTGAAGACCACAGTAGGG 60 155 
SOD-2 GCCTTCCCAGGATGCCGCTC CGTCTGCTAGGCAGCGTCCG 65 136 
CAT TCTCCGGGTGGAGACCGCTG CCCGCTGCTCCTTCCACTGC 65 133 
GPx-1 TTTGGTCTCCGGTGTGCCGC GGGCCGCCTTAGGAGTTGCC 65 169 
PARP-1 TAGAGCGCGAGGGGGAGAGC CACAGGCGCTTCAGGTGGGG 65 143 
CASP3 TCATTCAGGCCTGCCGGGGT CTGGATGAACCACGACCCGTCC 65 176 
CASP6 TCCAGGCCTGTCGGGGTAGC GGACGCAGCATCCACCTGGG 65 107 
IL1 AGCCTCGTGCTGTCGGACCC TGAGGCCCAAGGCCACAGGT 65 139 
IFN CCCACAGGTCCAGCGCCAAG CCCACCCCGAATCAGCAGCG 65 111 
TNF CAAGGGACAAGGCTGCCCCG GCAGGGGCTCTTGACGGCAG 66 109 
GADPH AGAAGGTGGTGAAGCAGGCATG CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTT 64 111 
 
Las condiciones de reacción para la amplificación de los genes de interés se muestran en la 
Tabla 20. 
Tabla 20. Condiciones para realizar la PCR a tiempo real 
Tiempo y temperatura 
Desnaturalización inicial 45 ciclos 
 
Desnaturalización 10 min 95ºC 
Desnaturalización Hibridación Elongación 
95ºC/3 s Según la TA de los cebadores/15 s 72ºC/20 s 
 
Finalmente las muestras fueron sometidas a un programa de melting: 95ºC durante 15 s, 65ºC 
durante 30 s y hasta 98ºC a una velocidad de 0,1ºC/s con registro continuo de fluorescencia. 
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Para la cuantificación de los niveles de ADNc, se ha utilizado el método de comparación del ciclo 
threshold (Ct) (Ramos et al., 2006), usando GADPH como housekeeper. La amplificación del 
housekeeper se hizo en paralelo con el gen analizado. Los valores de Ct fueron calculados utilizando el 
software 4.0 proporcionado por LightCycler (Roche Diagnostics). Este programa permite distinguir entre 
la fluorescencia debido a la amplificación de la muestra y debida al background. También se registraron 
las curvas de melting, la determinación de la temperatura de melting del fragmento amplificado permitió 
caracterizar el producto amplificado. El tamaño de las bandas fue comprobado en un gel de agarosa al 
1,5%. 
La variación de la expresión del gen en estudio con los diferentes tratamientos de quercetina y 
rutina, se expresó en función del control (Células APP sin tratamiento) y normalizando dicha expresión 
con los niveles del GADPH, representación que se conoce como el Change Fold y representa las veces 
que se modifica el gen de interés con los tratamientos con respecto a las células control. 
Change fold= 2-Ct 
-Ct = -(CtgenTRATAMIENTO-CtGADPHTRATAMIENTO)- (CtgenCONTROL-Ct GADPHCONTROL) 
 
5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado y en tres experimentos diferentes. Los resultados 
obtenidos se expresan como la media ± error estándar. Se realizó análisis de varianza (ANOVA) de una 
vía seguido del test de Newman-Keuls de comparación múltiple. Se consideraron significativos valores 






























Para el presente trabajo se seleccionaron 6 flavonoides en base a la estructura química pertenecientes 
a tres grupos: flavonoles, flavonas y flavanonas. Dentro del grupo de los flavonoles se seleccionaron 
quercetina y sus derivados glicosídicos rutina y troxerutina. Del grupo de las flavonas se escogió diosmina 
e hidrosmina y por último dentro del grupo de las flavanonas se seleccionó la naringina. La estructura 
química de los flavonoides en estudio se muestran en la Tabla 21.  
Tabla 21. Estructura química y clasificación de los flavonoides en estudio 

















En este capítulo se evaluó el efecto antiamiloidogénico, antioxidante e inhibidor de 
acetilcolinesterasa de los flavonoides mediante técnicas in vitro, con la finalidad de elegir los flavonoides 
más activos.  
En la Figura 29 se presentan las dianas farmacológicas seleccionadas en base a la teoría de la 
cascada amiloide, teniendo como alternativas: a) la búsqueda de inhibidores de -secretasa y -
secretasa para impedir la formación del péptido A y así reducir la formación de placas amiloides; b) 
agentes que inhiban la agregación del péptido y/o que disgreguen los agregados de A ya formados, c) 
moléculas capaces de inhibir la generación de radicales libres y de este modo prevenir la posterior 
neurodegeneración y d) moléculas capaces de inhibir la enzima acetilcolinesterasa para prevenir y/o 
revertir el déficit colinérgico 





Figura 29. Dianas farmacológicas disponibles para el tratamiento de la EA en base a la teoría de la “cascada amiloide”, que 
podrían modificar los flavonoides flavónicos en estudio. 
 
El trabajo experimental que se llevó a cabo para la consecución de los objetivos descritos es el siguiente:  
1. Evaluar el efecto de los flavonoides sobre la actividad de las enzimas -secretasa, -secretasa y 
acetilcolinesterasa 
2. Estudiar la inhibición de la agregación y el efecto desagregante de los flavonoides sobre el péptido 
A25-35  
3. Cuantificar la inhibición de la generación de radicales libres inducido por H2O2 
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2.1. ACTIVIDAD -SECRETASA 
La BACE es la primera proteasa que participa en la vía amiloidogénica, de modo que su inhibición podría 
prevenir la formación de A y como consecuencia, favorecer la vía no amiloidogénica. Diversos autores 
apuntan a la enzima BACE como una importante diana terapéutica para el tratamiento de la EA, ya que 
esta enzima inicia la producción del péptido A y su inhibición no provoca mecanismos compensatorios, 
sino que disminuye principalmente la producción del A (Sonker and Yadav, 2012; Wyss et al., 2011; Cai 
et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001).  
El inconveniente principal en la búsqueda de nuevos inhibidores de BACE, es la dificultad que 
tienen de atravesar la barrera hematoencefálica. Se ha establecido que el tamaño máximo de estos 
flavonoides debe ser menor a 600 kDa. Los flavonoides de origen natural son moléculas de bajo peso 
molecular que tienen no más de 400 kDa, baja toxicidad, moderadamente lipófilas y además diversos 
estudios demuestran su capacidad de atravesar la BHE (Faria et al., 2010; Shimmyo et al., 2008b). Por 
tanto, son considerados potenciales candidatos como inhibidores de BACE. 
Se realizó un screening inicial para evaluar el efecto de los flavonoides sobre la actividad BACE 
a una concentración de 100 M. De los seis flavonoides en estudio, quercetina y rutina inhibieron 
significativamente (p0,05) la actividad de BACE como se muestra en la Figura 30.  















Figura 30. Actividad BACE en presencia de los flavonoides a 100 M 1. Reacción control, 2. Quercetina, 3. Rutina, 4. 
Troxerutina, 5. Diosmina, 6. Hidrosmina, 7. Naringina. * p 0,05 vs. control (Test Student–Newman–Keuls). 
Sin embargo, sólo rutina fue capaz de inhibir más del 50% la actividad enzimática de BACE. Por 
este motivo decidimos evaluar diferentes concentraciones de este compuesto, para corroborar dicha 
actividad. Tal y como se observa en la Figura 31, el efecto inhibidor que provocó rutina sobre la actividad 
BACE a las concentraciones en estudio, fue estadísticamente significativo y concentración-dependiente 
(p0,05), corroborando el efecto inhibidor de rutina sobre la actividad enzimática de BACE. 
Shimmyo y col. (2008), reportaron mediante análisis de “docking” in silico, la capacidad de 
diversos flavonoides de interactuar con el centro activo de BACE mediante la formación de puentes de 
hidrógeno, (Shimmyo et al., 2008b) señalando que el flavonoide quercetina, tiene la capacidad de formar 
puentes de hidrógeno con los aminoácidos del centro activo Gln73, Asp228 y Trp198. En este trabajo 
también se indica que los grupos OH en las posiciones C3´ y C4´ favorece la unión de los flavonoides al 
centro catalítico de la enzima. En este sentido quercetina y rutina mostraron efecto inhibidor de BACE, 
mientras que troxerutina pierde el efecto inhibidor, probablemente porque los grupos hidroxilos en C3´ y 
C4´ están hidroxietilados. 
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Figura 31. Actividad enzimática de BACE en presencia de rutina a diferentes concentraciones. * p 0,05 vs. control (Test 
Student–Newman–Keuls). 
Los mismos autores, también indican que la presencia de un OH en la posición C3, posiblemente 
interactúe con un residuo de Asp del centro activo, incrementando el efecto inhibidor. Por tanto, se 
esperaría que quercetina ejerciera mayor efecto inhibidor; no obstante, el derivado glucosídico rutina 
presenta mayor capacidad inhibidora de BACE, esto se podría correlacionar con la solubilidad de los 
flavonoides en fase acuosa y a pH=4,5. En el caso de rutina no presenta problemas de solubilidad en 
estas condiciones. Sin embargo, la lipofilia de quercetina dificulta su solubilidad. En nuestro estudio rutina 
mostró mejor actividad inhibidora de BACE ya que posiblemente la presencia de rutinosa en la posición 
3 estabiliza la molécula favoreciendo su interacción con el centro activo. Hasta la fecha solo un fármaco, 
CTS-21166, ha llegado a la fase I de los ensayos clínicos (Ghosh et al., 2012). En este sentido 
compuestos de origen natural como los flavonoides constituyen una alternativa interesante para la 
búsqueda de inhibidores de BACE. 
 
2.2. ACTIVIDAD  SECRETASA 
La segunda enzima encargada del procesamiento de APP, está formada por el complejo pentamérico -
secretasa, la cual libera el péptido A al medio extracelular. De ahí el interés por la búsqueda de 
flavonoides inhibidores de esta enzima, el inconveniente de esta ruta terapéutica, es que la enzima 
hidroliza otros sustratos biológicos que son importantes para la viabilidad celular; los flavonoides 
interesantes serían aquellos flavonoides que tuvieran la capacidad de inhibir exclusivamente la liberación 
del péptido A. 
De todos los flavonoides en estudio, sólo quercetina a la concentración de 100 M fue capaz de 
inhibir la actividad de -secretasa de forma moderada inhibiendo un 30,5% (p0,001). El compuesto L-
685,458, utilizado como control positivo, fue capaz de inhibir la actividad enzimática en un 43,3% a la 
concentración de 1 µM (p0,001). Los resultados se presentan en la Figura 32. 
Mientras que quercetina muestra cierta actividad inhibidora de -secretasa, la glicosilación del 
grupo hidroxilo en la posición 3 que se da en el caso de rutina y troxerutina, anula completamente dicha 
actividad inhibidora, lo que hace pensar que el hidroxilo libre en esta posición podría contribuir al efecto 
inhibidor.  
La -secretasa es parte esencial de la ruta de señalización de Notch, implicada en procesos de 
diferenciacion celular (Kopan and Ilagan, 2009), por lo que el principal obstáculo es encontrar inhibidores 
que no interfieran con Notch para evitar los efectos tóxicos que supone su inhibición (Tong et al., 2013). 
El ensayo clínico mas reciente con un inhibidor de la -secretasa (semagacestat) completó con éxito la 
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fase II, pero se detuvo en la fase III cuando se observó un empeoramiento de los pacientes, al parecer 
por toxicidad en las sinapsis (http://www.alzforum.org/). Algunos fármacos, en concreto algunos 
antiinflamatorios no esteroideos, son capaces de modular la -secretasa y disminuir la producción de 
βA1-42 favoreciendo la producción de formas mas cortas. El primero de este tipo de fármacos en ensayo 
clínico fue tarenflurbil (R-flurbiprofeno), aunque no mostró efectos beneficiosos en fase III. En la 
actualidad, una amplia gama de flavonoides están en estudio como inhibidores selectivos de -secretasa 
(Wolfe, 2012). 














Figura 32. Actividad enzimática -secretasa en presencia de los flavonoides a 100 M 1. Reacción control,  2. Quercetina, 3. 
Rutina, 4. Troxerutina, 5. Diosmina, 6. Hidrosmina, 7. Naringina, 8. L-685,458 1 M. * p 0,001 vs. control (Test Student–
Newman–Keuls). 
 
2.3. ACTIVIDAD ACETILCOLINESTERASA (AChE) 
 
El déficit colinérgico está directamente asociado a la pérdida de memoria y se correlaciona con el grado 
de severidad de la EA (Giacobini, 1990). Una forma de restaurar la función colinérgica consite en 
prolongar el tiempo de vida media de la ACh, inhibiendo la AChE, enzima encargada de hidrolizarla 
(Larner, 2011). El objetivo de estos fármacos es combatir el déficit colinérgico impidiendo la degradación 
de la ACh en el espacio sináptico. Entre los AChEI se encuentran la rivastigmina, donepezilo y 
galantamina, fármacos que se incluyen en los diferentes esquemas de tratamiento de la EA.  
En general, el análisis de numerosas revisiones de la última decada señala que estos fármacos 
tienen un efecto positivo en la función cognitiva, el comportamiento y las actividades de la vida diaria en 
pacientes con EA leve a moderada, mejorando su calidad de vida. En alguno de estos pacientes se 
encontró una mejora en las funciones cognitivas tras 1 ó 2 años de terapia (Martorana et al., 2010).  
Se hace necesaria la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas, más tolerables. Por este 
motivo decidimos incluir la búsqueda de AChEI en el screening inicial de trabajo, ya que en la bibliografía 
se atribuye esta propiedad a algunos polifenoles de naturaleza flavónica (Zhang et al., 2009; Tota et al., 
2010; Liu et al., 2011). Se evaluó la influencia de los 6 flavonoides en estudio sobre la actividad AChE. 
Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 33.  
De todos los flavonoides testados, quercetina a la concentración de 100 M mostró mayor efecto, 
con un porcentaje de inhibición del 30,8%; sin embargo, este resultado no es destacable en comparación 
a la inhibición del 66,4% que provocó galantamina a 10 M. En el caso de los demás flavonoides también 
presentaron un ligero efecto inhibidor de la actividad de AChE de forma estadísticamente significativa; 
no obstante, el porcentaje de inhibición fue menor que en el caso de quercetina.  
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Figura 33. Actividad enzimática acetilcolinesterasa 0,42 U y en presencia de los flavonoides a 100 M 1. Reacción control, 
2. Quercetina, 3. Rutina, 4. Troxerutina, 5. Diosmina, 6. Hidrosmina, 7. Naringina, 8. Galantamina 10 M. * p 0,05 vs. control 
(Test Student–Newman–Keuls). 
 
2.4. AGREGACIÓN DEL A25-35  
La agregación del péptido A constituye un paso importante en la patogénesis de la EA. Compuestos 
antiamiloidogénicos capaces de prevenir la agregación o desestabilizar los agregados una vez formados, 
podrían cobrar importancia en el tratamiento de esta enfermedad previniendo la neurotoxicidad que 
desencadenan estos agregados (Gauci et al., 2012; Ladiwala et al., 2011). En 1959 se describieron las 
fibras amiloides por primera vez gracias al uso de la ME. Estas fibras son el resultado final del proceso 
de agregación de las proteínas amiloides y su presencia se utiliza también como criterio para afirmar que 
una proteína está formando una estructura de este tipo.  
El modelo vigente sostiene que cada fibra presenta un diámetro entre 75-80 Å y se encuentra 
formada por protofibras de 25-35 Å (Figura 34). En esta estructura la cadena peptídica forma hojas  
cruzadas (paralelas o antiparalelas) que se disponen de forma perpendicular al eje fibrilar. 
 
Figura 34. Modelo de una fibra amiloide 
Los mecanismos moleculares relacionados con la formación de los agregados amiloides no han 
sido aún dilucidados, pero se acepta la existencia de un mecanismo general de formación. La 
fibrilogénesis es dependiente de un proceso de nucleación, ya que por diversos estudios se puso de 
manifiesto que generalmente presenta una cinética de tipo sigmoidal (Figura 35). La proteína en estado 
monomérico establece un equilibrio lento con estructuras oligoméricas (tiempo de inducción), las cuales, 
una vez formadas, dan lugar rápidamente a fibras amiloides, ya sea mediante asociación de unidades 
de monómeros o bien por fusión de oligómeros. Además, el agregado de fibras preformadas provoca una 
disminución del tiempo de inducción. 




Figura 35. Cinética de formación de la fibra amiloide 
La formación de fibras amiloides pueden también ser inducidas in vitro bajo condiciones 
fisicoquímicas adecuadas, permitiendo el estudio de los mecanismos que gobiernan el proceso. La 
inhibición o reversión de la formación de fibrillas amiloides constituye un posible mecanismo preventivo 
de las enfermedades amiloides como la EA y hasta la fecha, distintos flavonoides de bajo peso molecular 
han demostrado capacidad de inhibición del proceso in vitro. 
 
Inhibición de la agregación por microscopía electrónica 
Con el objetivo de reproducir la agregación del péptido A in vitro, se utilizó el péptido A25-35, el cual 
conserva las propiedades de agregación y neurotoxicidad del péptido A1-42 (Casley et al., 2002). 
El péptido A25-35 se disolvió en DMSO para garantizar la disolución de fibras preformadas hasta 
el estado monomérico. El péptido se preparó a una concentración final de 10 M en PBS. A las 96 h de 
incubación, se observó la formación de fibrillas amorfas e irregulares, características de las placas seniles 
que se encuentran en los cortes histológicos cerebrales de pacientes con EA, tal y como se muestra en 
la Figura 36.  
 
Figura 36. Formación de fibrillas del péptido A25-25 después de 96 h de incubación 
 
De los 6 flavonoides en estudio la coincubación de quercetina y rutina (10 M) con el A25-35 
(Fig. 37 B y C, respectivamente) disminuyó drásticamente la formación de las fibrillas, evidenciando la 
capacidad inhibidora de ambos flavonoides sobre la agregación del péptido A25-35 (Figura 36). 
La ME nos permitió determinar en forma cualitativa el efecto inhibitorio de la agregación de 
quercetina y rutina sobre el péptido A25-35. Sin embargo, nos interesaba cuantificar dicho efecto por lo 
que se utilizó la técnica fluorimétrica de la tioflavina T. 
 










Figura 37. Inhibición de la agregación del péptido A25-35 por microscopía electrónica. Formación de los filamentos de A en 
presencia de los flavonoides a la concentración de 10 M (A) Quercetina (B) Rutina (C) Troxerutina (D) Diosmina (E) 
Hidrosmina (F) Naringina. Escala 200 m.   
 
Cuantificación de la agregación por espectroscopia de fluorescencia estacionaria 
La estructura de la ThioT se representa en la Figura 38. La unión de ThioT a las fibras de amiloide, 
potencia su fluorescencia intrínseca, la cual pasa de tener un pequeño máximo de excitación a 415 m 
a tener un máximo mucho más intenso a 450 m. La variación en el espectro de excitación va 
acompañada de la aparición de un máximo de emisión a 482 m.  
La fluorescencia de la ThioTlibre es despreciable frente a la ThioTunida, por ello la cuantificación de 
la fluorescencia se realizó directamente a exc=450 m; em=482, utilizando como blanco ThioT en PBS. 
 
 
Figura 38. Estructura química de la tioflavina T 
 
Se siguió el mismo método descrito para cuantificar la inhibición de la agregación del A25-35 por 
ME. El péptido se preparó a una concentración final de 10 M en PBS, el cual se utilizó como control de 
agregación. Por otro lado, para evaluar el efecto inhibidor de los flavonoides, éstos se añadieron al mismo 
tiempo que el A25-35. Tras 96 h de incubación, se determinó la fluorescencia. 
De todos los flavonoides en estudio, los que presentaron mejor capacidad de inhibir la agregación 
del A fueron quercetina y rutina con un porcentaje de inhibición del 85,4 y del 70,7% respectivamente 
(Figura 39), estos resultados corroboran los obtenidos por ME. 
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Figura 39. Porcentaje de inhibición de la agregación del péptido A25-35. 1. Quercetina, 2. Rutina. 3. Troxerutina, 4. Diosmina, 
5. Hidrosmina, 6. Naringina. * p  0,05 vs. control (Test Student–Newman–Keuls). 
A la vista de los resultados obtenidos, decidimos profundizar en el estudio del efecto inhibidor de 
la agregación del péptido A25-35 provocado por quercetina y rutina, para lo cual evaluamos las 
concentraciones de 1, 5 y 10 M. Ambos flavonoides inhibieron de forma significativa (p < 0,05) la 
agregación del péptido. En la Figura 40 se presenta el porcentaje de inhibición de quercetina y rutina 
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Figura 40. Porcentaje de Inhibición de la agregación del A25-35 por quercetina y rutina. * p 0,001 vs. control (Test Student–
Newman–Keuls) 
Cabe destacar que entre las concentraciones de 1 y 5 M tanto para quercetina como para 
rutina, se observaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,001), mientras que entre las 
concentraciones de 5 y 10 M, no se observaron, ya que la concentración de 10 M provocó un efecto 
inhibidor de la agregación similar al que se alcanzó con la concentración de 5 M. Quercetina por su 
parte, provocó un efecto inhibidor importante a la concentración de 1 M, siendo el porcentaje de 
inhibición de 40,9%. De estos resultados podemos concluir que quercetina ejerce un mayor efecto 
inhibitorio sobre la agregación del péptido A25-35 con respecto a rutina. 
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Tras demostrar el efecto inhibidor de quercetina y rutina, se determinó la capacidad 
desagregante de los flavonoides frente a la agregación del péptido A25-25. Este ensayo requiere la 
agregación previa del péptido durante 96 h. Transcurrido el tiempo se adicionaron los flavonoides y la 
mezcla se incubó 72 h adicionales en agitación constante. Solamente quercetina y rutina fueron capaces 
de desagregar las fibrillas previamente formadas. Siendo los porcenjates de inhibición de 76,24 y 65,7% 
para quercetina y rutina, respectivamente (p<0,001) (Figura 41). 




















Figura 41. Porcentaje de desagregación del péptido A25-35. 1. Quercetina, 2. Rutina. 3. Troxerutina 4. Diosmina, 5. 
Hidrosmina, 6. Naringina. * p 0,001 vs. control (Test Student–Newman–Keuls). 
De la misma forma que se procedió en el caso de la evaluación del efecto inhibidor de los 
flavonoides más activos, también en este caso se decidió evaluar las concentraciones de 1, 5 y 10 M 
de ambos flavonoides, para determinar el comportamiento del efecto desagregante que provocaron 
quercetina y rutina.  
Ambos flavonoides desagregaron de forma significativa (p < 0,05) y concentración dependiente, 
el A25-35 agregado previamente durante 96 horas en condiciones fisiológicas. Los resultados se 
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Figura 42. Porcentaje de desagregación del péptido A25-35 por quercetina y rutina. * p 0,05 vs. control (Test Student–
Newman–Keuls) 
Cabe resaltar que el efecto desagregante que ejercieron tanto quercetina y rutina fue similar a 
todas las concentraciones ensayadas. A la concentración más alta ambos flavonoides desagregaron casi 
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completamente las fibrillas previamente formadas. Estos resultados evidencian que ambos flavonoides 
presentan mayor efecto desagregante que inhibidor de la agregación a la concentración de 10 M. 
 
Cuantificación de la agregación por espectroscopia de fluorescencia de fase resuelta  
El inconveniente de la espectroscopia de fluorescencia estacionaria es que los valores que se obtienen 
son absolutos (la intensidad depende de parámetros experimentales tales como la intensidad de 
excitación, la abertura de los monocromadores, etc.), por lo que siempre se comparan los resultados con 
una preparación de referencia en este caso el péptido A agregado. Además, pueden existir 
interferencias si los compuestos en estudio absorben a la misma longitud de excitación o de emisión, 
dando resultados falso-positivos. 
Para descartar cualquier sesgo en el resultado final, se decidió utilizar la determinación de la 
fluorescencia de fase resuelta para confirmar el efecto inhibidor y desagregante de quercetina y rutina 
sobre el péptido A25-35. Ésta técnica aporta más información, ya que permite obtener la vida media de 
fluorescencia de los fluoróforos. Una de las características más importantes de un fluoróforo es el tiempo 
promedio que permanece en el estado excitado antes de su retorno al estado fundamental. Por tanto, 
determina el tiempo disponible para que el fluoróforo interactúe con el ambiente (difunda, rote, se 
quenchee) brindando de este modo información de su emisión. 
Para este ensayo se utilizaron las mismas condiciones de cuantificación seguidas en el caso de 
la determinación de la fluorescencia en fase estacionaria; los flavonoides se testaron a las 
concentraciones de 1, 5 y 10 M y el péptido A25-35 a 10 M. Los resultados se muestran en forma de 
histogramas que representan la fluorescencia producida por la formación del complejo ThioT-A durante 
la emisión. En la Figura 43 (A y B) se pueden observar los histogramas obtenidos para la inhibición de la 
agregación producidos por quercetina y rutina respectivamente.  
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Figura 43. Inhibición de la agregación del péptido A25-35 inducido por quercetina (A) y rutina (B) a las concentraciones de 1, 
5 y 10 M, cuantificada por espectroscopia de fluorescencia en fase resuelta 
 
El prompt representa el ruido basal del laser (color negro), el histograma descrito por el A (color 
rojo), se diferencia visiblemente del ruido basal del laser, indicando la formación del complejo ThioT-A, 
con un tiempo de vida media de 1,707 ± 0,02851 s a los 4 días de agregación. En la Figura 43 A se 
representan los histogramas descritos por quercetina a las concentraciones de 1 (color verde), 5 (color 
amarillo) y 10 M (color azul) en presencia del A25-35 a 10 M, siendo el tiempo de vida media en cada 
caso 1,007 ± 0,0167; 0,461 ± 0,0277 y 0,518 ± 0,165 s, representando en porcentaje de inhibición de 
agregación el 41, 73 y 70%, respectivamente. El efecto fue estadísticamente significativo (p0,001) para 
todas las concentraciones ensayadas y concentración dependiente entre las concentraciones de 1 y 10 
M (p0,05). 
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Los resultados observados para la inhibición de la agregación de rutina se representan en la 
Figura 47 B. Rutina también mostró un efecto inhibidor de la agregación del péptido A25-35 a las 
concentraciones de 1, 5 y 10 M. El tiempo de vida media en cada caso fue de 1,513 ± 0,0285; 0,664 ± 
0,0047; 0,655 ± 0,0156 s, siendo los porcentaje de inhibición de 11, 61, 62% respectivamente. El efecto 
observado fue estadísticamente significativo entre las concentraciones de 5 y 10 M (p0,001), y entre 
las concentraciones de 1 y 10 M (p0,05). 
El efecto inhibidor máximo se alcanzó a la concentración de 5 M para quercetina y rutina, el 
incremento de la concentración de los flavonoides a 10 M no se tradujo en un incremento de la inhibición 
de la formación de fibrillas de A25-35. El efecto inhibidor que provocó quercetina fue ligeramente superior 
con respecto a rutina, evidenciandose mejor a la concentración de 1 M, ya que quercetina inhibió el 
41% de forma estadísticamente significativa (p0,05), por el contrario rutina solo provocó un 11% de 
inhibición y este efecto no fue estadísticamente significativo.  
Tras confirmar el efecto inhibidor de quercetina y rutina, se procedió a evaluar el efecto 
desagregante de los mismos sobre el A25-35 previamente agregado, mediante la técnica de 
espectroscopia de fluorescencia en fase resuelta. Los histogramas obtenidos se presentan en las Figuras 
44 (A y B) para quercetina y rutina respetivamente. En este caso el tiempo de vida media para el complejo 
ThioT-A a las 7 días de agregación fue de 1,573 ± 0,0623 s, evidenciando una ligera disminución de 
aproximadamente el 7,85% con respecto al tiempo de vida media determinado a los 4 días de agregación.  
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Figura 44. Desagregación del péptido A25-35 inducido por quercetina (A) y rutina (B) a las concentraciones de 1, 5 y 10 M, 
cuantificada por espectroscopia de fluorescencia en fase resuelta. 
 
En la Figura 44 se representa los histogramas correspontientes al efecto desagregante 
provocado por quercetina (A). En este caso, la exposición de las fibrillas de A25-25 previamente formadas 
a cada una de las concentraciones quercetina, provocó un efecto desagregante estadísticamente 
significativo (p0,001) y concentración-dependiente (p0,05). El tiempo de vida media del complejo A-
ThioT en presencia de quercetina 1, 5 y 10 uM fue de 1 ± 0,0265; 0,427 ± 0,0145; 0,006  ± 0,0004 s, 
desagregando en cada caso el 36, 73 y 100%, respectivamente.  
Al igual que quercetina, rutina (Figura 44 B) desagregó de forma significativa y concentración 
dependiente las fibrillas del péptido A25-35 previamente agregadas. Los tiempos de vida del complejo 
fluorescente A-ThioT en presencia de rutina fueron 0,941 ± 0,0112; 0,702 ± 0,0068 y 0,0232 ± 0,0174 
s  para las concentraciones de 1, 5 y 10 M respectivamente. 
Quercetina mostró un porcentaje de desagregación mayor (18%) con respecto a rutina a la 
concentración de 5 M. A las otras concentraciones en estudio el efecto fue similar; a la concentración 
de 1 M, ambos flavonoides desagregaron más del 36% las fibrillas preformadas del péptido en estudio. 
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El efecto máximo para ambos flavonoides, se alcanzó a la concentración de 10 M llegando a desagregar 
alrededor del 100% las fibrillas previamente formadas. Estos resultados evidencian que ambos 
flavonoides ejercen un efecto desagregante ligeramente superior con respecto a la actividad inhibidora 
del péptido A25-35.  
La determinación del tiempo de vida media del fluoróforo A-ThioT en presencia de nuestros 
flavonoides más activos, nos permitió corroboran el efecto inhibidor y desagregante de quercetina y rutina 
sobre el péptido A25-35, además se observó que los resultados obtenidos por espectrocopia de 
fluorescencia estacionaria fueron similares a los obtenidos por fluorescencia en fase resuelta, 
evidenciando que en el caso de los flavonoides en estudio no existe interferencias y que ambas técnicas 
son válidas para evaluar el efecto inhibidor y desagregante del péptido A25-35. 
De los tres grupos de flavonoides estudiados, los más interesantes fueron el grupo de los 
flavonoles (Tabla 22), siendo los más activos quercetina y rutina. Quercetina y rutina se caracterizan por 
la presencia de un grupo catecol (hidroxilos en las posiciones 3´y 4´) en el anillo B, probablemente este 
grupo funcional sea primordial para el efecto inhibidor y desagregante del péptido A. En el caso de las 
flavonas como diosmina e hidrosmina y de la flavanona naringina, el hidroxilo en la posición 4´del anillo 
B se encuentra metilado, lo cual explicaría la pérdida de la actividad inhibidora y desagregante del péptido 
A. En el caso de troxerutina un derivado de rutina que posee el grupo catecol dihidroxietilado, tampoco 
se observó ningún efecto sobre la agregación del péptido A, evidenciando la importancia de los grupos 
hidroxilos en las posiciones 3´y 4´ para el efecto antimailoidogénico de los flavonoides. 
 







Otros autores han resaltado la importancia de los grupos hidroxilo en el anillo B de los 
flavonoides, destacando que el aumento en el número de grupos hidroxilo en el anillo B potencia el efecto 
inhibidor de los flavonoides. Por ejemplo observaron que la actividad inhibidora de miricetina es era 
superior con respecto a otros flavonoides estudiados, posiblemente debido a la presencia de un grupo 
hidroxilo adicional en la posición 5´ del anillo B (Akaishi et al., 2008). 
En el proceso de inhibición de la agregación, se produce una interacción hidrofóbica entre los 
anillos aromáticos del flavonoide y las estructuras β, desestabilizándolas e impidiendo el proceso de 
fibrilogénesis. Los grupos hidroxilo de los anillos aromáticos actuarían como electrodonadores 
interrumpiendo la formación de puentes de hidrógeno (Honson et al., 2007; Convertino et al., 2009; Yang 
et al., 2010a, 2010b).  
Del mismo modo, diversos estudios apoyan esta hipótesis, resaltando la importancia del número 
de grupos hidroxilo, no solo en el anillo B, sino en toda la estructura, indicando que a mayor número de 
grupos hidroxilo se incrementa la actividad antiamiloidogénica. El ácido tánico, polímero del ácido gálico 
y cuya estructura forma parte de la miricetina, ha mostrado capacidad de inhibir la formación de 
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agregados de A y desestabilizar las fibrillas preformadas in vitro (Ono et al., 2004). La propiedad 
antiamiloidogénica del ácido tánico es mayor que la que poseen los polifenoles del vino, lo cual podría 
estar relacionado con el mayor número de grupos hidroxilo que contiene la molécula. Sin embargo, la 
desventaja que presenta es su gran tamaño, lo que dificulta su paso a través de la BHE. 
 
2.5. VIABILIDAD CELULAR 
Antes de profundizar en el estudio de estos flavonoides, decidimos evaluar previamente la toxicidad de 
rutina y quercetina en nuestro modelo experimental. Las células APPswe se trataron con los flavonoides 
en estudio durante 24 h a las concentraciones de 25, 50 y 100 M, determinándose en los sobrenadantes 
la actividad LDH que utilizamos como marcador de muerte celular. Los resultados se representan como 
porcentaje de LDH liberada al medio, siendo el 100%, la actividad de LDH liberada al medio de las células 
APPswe sin tratamiento (Tabla 23). 
Cuando la célula muere por necrosis pierde la permeabilidad de la membrana, lo que favorece 
la liberación de LDH al medio, permitiéndose su detección fluorimétrica en el sobrenadante celular. La 
cuantificación de dicha actividad enzimática evidenció que los tratamientos con quercetina y rutina fueron 
capaces de inhibir la muerte por necrosis de forma estadísticamente significativa.  
 
Tabla 23. Medida de la viabilidad celular (MTT) y muerte celular (LDH) 
 % de LDH liberada al medio Viabilidad cellular (MTT) 
APPswe    Control 100 0,608 ± 0,0078 
               Quercetina 25 M 99,117 ± 0,144 0,630  ± 0,0095 
                                 50 M 74,250 ± 1,009* 0,640  ± 0,0105 
                                100 M 82,042 ± 1,154* 0,665 ± 0,0161* 
                Rutina        25 M 80,269 ± 4,042* 0,656 ± 0,016* 
                                  50 M 85,027 ± 0,626* 0,692 ± 0,062* 
                                100 M 86,577 ± 1,421* 0,704 ± 0,0128* 
*p0,001 frente a APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
 
Quercetina a las concentraciones más altas de 50 y 100 M inhibió la liberación de LDH en un 
25,8 y 18% respectivamente (p0,001). Del mismo modo, el tratamiento con rutina inhibió de forma 
significativa la muerte celular a las tres concentraciones ensayadas (p0,001). Los porcentajes de 
inhibición fueron 19,7; 15 y 13,4% para 25, 50 y 100 M, respectivamente. 
También, evaluamos el efecto de los tratamientos de quercetina y rutina en las células APPswe, 
sobre la viabilidad celular mediante la técnica espectofotométrica del MTT, los resultados se presentan 
en la Tabla 23, como valores de absorbancia. Los tratamientos efectuados no mostraron ningún efecto 
tóxico en comparación a las células APPswe control. 
Los ensayos de LDH y MTT son ensayos preliminares que se realizan para seleccionar 
concentraciones de flavonoides que no produzcan muerte celular. De los resultados obtenidos podemos 
concluir que las concentraciones de 25, 50 y 100 M, de quercetina y rutina, no generan toxicidad a las 
24 h de tratamiento. 
 
2.6. GENERACIÓN DE RADICALES LIBRES INDUCIDA POR PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 
Se ha descrito que la actividad antimailoidogénica de los flavonoides está directamente relacionada con 
la actividad antioxidante (Howes et al., 2003). En esta fase del trabajo decidimos corroborar esta 
afirmación evaluando la actividad antioxidante de los flavonoides en estudio en la línea celular 
transgénica APPswe. En éste modelo celular según la teoría de la cascada amiloide, probablemente se 
favorece el procesamiento de la APP, lo que a su vez provoca un incremento de la producción del péptido 
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A, el cual se ha propuesto que actúa como una metaloenzima, capaz de generar radicales libres por 
unión a los iones Fe3+ y Cu2+ mediante los residuos de histidina que presenta su secuencia (Atwood et 
al., 2000; Opazo et al., 2002; Castellani et al., 2004). Esta interacción provoca la reducción de los iones, 
con formación de H2O2 como subproducto. Este compuesto es altamente reactivo y difunde a través de 
la membrana siendo capaz de oxidar perjudicialmente lípidos y proteínas intracelulares. 
Con objeto de reproducir de forma aguda este evento, se indujo la liberación de radicales libres 
por adición a las células de H2O2 a 100 M durante 60 min. Este ensayo nos permitió evaluar la capacidad 
antioxidante de los flavonoides en estudio en la línea celular transgénica APPswe. Los flavonoides a la 
concentración de 10 M fueron añadidos 30 min, previa a la adición del tóxico para poder determinar la 
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Figura 45. Generación de radicales libres inducida por H2O2 100 M y en presencia de los flavonoides a 10 M 1. Quercetina, 
2. Rutina. 3. Troxerutina, 4. Diosmina, 5. Hidrosmina, 6. Naringina. **p0,001, *p0,05 frente al tratamiento con H2O2. (Test 
Student-Newman-Keuls). 
 
En la Figura 45 se representan los resultados obtenidos en URF. Podemos observar que la 
adición del H2O2 a 100 M, incrementó la liberación de radicales libres en un 22% con respecto a las 
células control. En mayor o menor grado todos los flavonoides fueron capaces de inhibir la liberación de 
radicales libres, de forma estadísticamente significativa, siendo los flavonoides más activos quercetina y 
rutina. Ambos flavonoides inhibieron la liberación de radicales libres por debajo de las células control en 
un 33,7 y 27,9% respectivamente. Estos resultados podrían evidenciar cierto grado de toxicidad de los 
flavonoides a la concentración de 10 M, ya que las células para mantener la viabilidad celular requieren 
unos niveles fisiológicos de radicales libres para hacer posible la respiración mitocondrial. 
A la vista de estos resultados, fue necesario evaluar un amplio rango de concentraciones de 
quercetina y rutina (0,01-10 M), para poder seleccionar solo aquellas concentraciones capaces de 
inhibir exclusivamente la liberación de radicales libres inducida por el H2O2. En la Figura 46 se presentan 
los resultados obtenidos. 
Los niveles de radicales libres inducidos exclusicamente por el tóxico empleado, representa el 
32,7% con respecto a las células control. Podemos observar que a partir de 1 M, ambos flavonoides 
favorecieron la captación de radicales libres por debajo de las células control. Mientras que entre las 
concentraciones de 0,01-0,1 M, fueron capaces de inhibir la liberación de radicales libres 
exclusivamente inducida por el H2O2 a 100 M, de forma estadísticamente significativa (p0,05), 
seleccionando este rango de concentraciones para los experimentos posteriores. Estos resultados 
podrían explicar el fenómeno de “hormesis” descrito para los flavonoides, este efecto explica que este 
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tipo de compuestos a concentraciones altas 10 M, actúan como citotóxicos, mientras que a 
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Figura 46. Generación de radicales libres inducida por H2O2 100 M y en presencia de diferentes concentraciones de 
quercetina y rutina. *p0,001 frente al tratamiento con H2O2 100 M. (Test Student-Newman-Keuls). 
 
Después de determinar el rango de concentraciones de quercetina y rutina (0,01-0,1 M) capaz 
de revertir la liberación de radicales libres inducida por el H2O2, se seleccionaron las concentraciones de 
25, 50 y 100 M de cada flavonoide. En la Figura 47 se observa que tras la exposición de las células al 
H2O2 a 100 M se incrementó la liberación de radicales en un 24,43% (p0,001) con respecto a las 
células control. El pretratamiento con los flavonoides a las concentraciones de 25, 50 y 100 M, 
inhibieron la liberación de radicales libres para quercetina (68, 91 y 100%) y rutina (42, 70 y 90%), 
respectivamente, de forma estadísticamente significativa (p0,05). El comportamiento fue concentración 
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Figura 47. Generación de radicales libres inducida por H2O2 100 M y en presencia de diferentes concentraciones de 
quercetina y rutina. *p0,05 frente al tratamiento con H2O2 100 M. (Test Student-Newman-Keuls). 
En relación a la estructura-actividad antioxidante, diversos autores coinciden en considerar como 
grupos funcionales fundamentales:  
a) La presencia del grupo catecol en el anillo B, al ser un buen electrodonador, reacciona fácilmente 
con cualquier especie radicalaria 
b) El grupo carbonilo en posición 4 en conjugación con el doble enlace entre los carbonos 2 y 3, son 
responsables de la deslocalización electrónica 
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c) Un OH libre en la posición 3 del anillo heterocíclico también incrementa la capacidad captadora de 
radicales libres 
d) Los OH libres en las posiciones 5 y 7 puede aumentar la actividad antioxidante por incremento de la 
deslocalización electrónica, aunque la presencia de estos no es tan determinante como los anteriores 
Como se puede apreciar, tanto quercetina como rutina están provistos de los requerimientos 
estructurales antes mencionados, a excepción de rutina, que carece del grupo OH libre en la posición 3, 
ya que se encuentra glicosilado por el disacárido rutinosa. Este hecho podría explicar la disminución del 
efecto antioxidante de rutina con respecto a quercetina. 
Otros estudios in vitro muestran que la quercetina, protege a bacterias y células de mamíferos 
frente a la toxicidad inducida por el H2O2, donde el -tocoferol no es efectivo (Ishige et al., 2001; Patil et 
al., 2003). Incluso existen evidencias de que este compuesto presenta mayor capacidad neuroprotectora 
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En los ensayos de actividad antiamiloidogénica in vitro con los seis flavonoides estudiados: 
 
1. Rutina fue capaz de inhibir la actividad enzimática β-secretasa de forma concentración-
dependiente, lo que supondría una inhibición en la formación del β-amiloide. El grupo catecol en 
el anillo B podría promover la unión del compuesto al centro activo del enzima y la rutinosa, en 
la posición 3, estabilizar dicha unión. 
 
2. Quercetina mostró una ligera capacidad inhibidora del complejo pentamérico -secretasa. El 
grupo hidroxilo en la posición 3 probablemente contribuya al efecto inhibidor del complejo 
enzimático puesto que la glicosilación en esta posición anula completamente el efecto. 
 
3. Tanto quercetina como rutina presentaron una relevante capacidad inhibidora de la agregación 
in vitro de la amiloidogénesis, así como un importante efecto desagregante de las fibrillas 
previamente formadas. El grupo catecol en el anillo B de ambos flavonoles podría interrumpir la 
formación de los puentes de hidrógeno que configuran la estructura estable de las láminas β 
plegadas del agregado. 
 
4. La inhibición de BACE y del complejo pentamérico -secretasa así como la importante 
capacidad inhibidora de la agregación in vitro y el efecto desagregante de las fibrillas previamente 
formadas, hace de quercetina y rutina buenos candidatos para profundizar en su estudio de 
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En los experimentos in vitro se evidenció el buen perfil antiamiloidogénico y antioxidante que poseen 
quercetina y rutina. En esta fase del proyecto, nos planteamos profundizar en el estudio de ambos 
compuestos, a nivel celular. El modelo que se escogió fue la línea estable de neuroblastoma humano 
SH-SY5Y, transfectada con el gen APPswe que contiene la mutación sueca (APPswe; K670M/N671L), 
a la cual denominaremos en adelante APPswe. Esta mutación en humanos se transmite con un patrón 
de herencia mendeliana autosómico dominante y la aparición de la enfermedad se da de forma precoz, 
generalmente antes de los 60 años de edad.  
La mutación APPswe K670M/N671L provoca una alteración en el procesamiento de APP con 
respecto a la producción del péptido A (Haass et al., 1994; Suzuki et al., 1994), favoreciendo la 
proteolisis por la enzima BACE generando un incremento entre 3-6 veces de la producción del péptido 
A1-40 y A1-42 (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993).  
Se pretende determinar el posible efecto antiamiloidogénico y antioxidante que poseen 
quercetina y rutina sobre la línea transgénica APPswe, con el fin de aportar nuevas moléculas 
potencialmente activas en el tratamiento de la EA. En la Figura 48, se representan las diferentes dianas 
terapéuticas, en base a la teoría de la cascada amiloide:  
 
Figura 48. Dianas terapéuticas en las que podrían actuar quercetina y rutina en la línea celular transgénica APPswe 
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El trabajo experimental que se llevó a cabo para la consecución de los objetivos descritos es el siguiente:  
1. Valorar parámetros de estrés oxidativo: 
a. Niveles de glutation tanto en la forma reducida como la oxidada y el poder reductor celular 
b. Niveles de peroxidación lipídica  
c. Enzimas antioxidantes: Superóxido dismutasa (SOD); Catalasa (CAT); Glutation peroxidasa 
(GPx) y Glutation reductasa (GR). Determinación tanto de la actividad enzimática, niveles y la 
expresión génica  
2. Cuantificar la actividad enzimática del proteasoma 20S y 26S  
3. Determinar tanto los niveles como la expresión de PARP 
4. Evaluar el procesamiento de APP: 
a. Determinación de los niveles y la expresión génica de APP 
b. Enzimas implicadas en su procesamiento:-secretasa y -secretasa, determinación de los 
niveles y expresión 
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Diversos trabajos de investigación han identificado diferentes factores que intervienen en la patogénesis 
de la EA, sin embargo los mecanismos relacionados con el proceso neurodegenerativo no se encuentran 
del todo claros. Se destaca el importante papel que ejerce el estrés oxidativo en la EA (Lovell and 
Markesbery, 2007; Markesbery and Lovell, 2007). Se ha observado que pacientes con EA muestran una 
marcada disminución de las defensas antioxidantes (Kim et al., 2006; Minghetti et al., 2006). Es 
importante destacar que el incremento de los marcadores de estrés oxidativo precede a la agregación 
del A y a la aparición de los ONF, lo que sugiere que el estrés oxidativo podría ser un evento temprano 
involucrado en la patogénesis de la EA (Dumont and Beal, 2011; Choi et al., 2012).  
Por tanto, moléculas antiamiloidogénicas y antioxidantes podrían ser potencialmente útiles en la 
prevención de esta patología, por este motivo decidimos corroborar el perfil antioxidante de quercetina y 
rutina en la línea celular transgénica de neuroblastoma humano APPswe. 
 
2.1. GLUTATION Y SUSTANCIAS REACTIVAS AL ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
Para evaluar el efecto de quercetina y rutina sobre los niveles de glutation, se trataron las células APPswe 
con quercetina y rutina a las concentraciones de 25, 50 y 100 M durante 24 h. Transcurrido el tiempo 
de tratamiento, se recogieron las células y se lisaron para la determinación de los niveles de GSH, GSSG 
y la relación GSH/GSSG como marcador del poder reductor celular. 
En la Tabla 24, se presentan los resultados obtenidos expresados en moles/mg de proteína.  
Tabla 24. Efecto de quercetina y rutina sobre los niveles de glutation y malondialdehído 






APPswe    Control 12,68 ± 1,69 3,82 ± 0,10 3,72 ± 0,6 13 ± 0,06 
            Quercetina 25  nM 14,81 ± 0,56 3,29 ± 0,18 4,20 ± 0,2 10,03 ± 0,06** 
                               50  nM 14,21 ± 1,15 3,28 ± 0,13 4,33 ± 0,29 9,57 ± 0,06** 
                              100 nM 16,20 ± 0,84* 3,40 ± 0,20 4,80 ± 0,28 6,78 ± 0,09** 
            Rutina         25  nM 15,73 ± 1,02* 2,55 ± 0,14* 6,18 ± 0,31* 12,5 ± 0,06 
                               50  nM 17,86 ± 1,19* 2,74 ± 0,08* 6,51 ± 0,39* 9,57 ± 0,03** 
                              100 nM 19,63 ± 1,41* 2,50 ± 0,15* 7,94 ± 0,74* 7,26 ± 0,04** 
*p0,05 **p0,001 frente a APPswe control (Test Student-Newman-Keuls) 
Tanto quercetina como rutina fueron capaces de aumentar los niveles de GSH con respecto a 
las células APPswe control. Mientras que quercetina a 100 M provocó un incremento del 27,8% 
(p0,05) de los niveles de GSH, rutina fue capaz de aumentarlos a todas las concentraciones ensayadas 
de forma concentración dependiente (p0,05), siendo los porcentajes de incremento con respecto a las 
células control de 24, 40 y 54 % para 25, 50 y 100 M respectivamente.  
Con respecto al GSSG, sólo rutina disminuyó sus niveles de forma significativa (p0,05) a las 
tres concentraciones ensayadas en más del 34%, con respecto a las células APPswe control.  
No obstante, ambos flavonoides incrementaron el poder reductor celular (GSH/GSSG) a las tres 
concentraciones ensayadas, aunque dicho incremento solamente fue significativo en el caso de rutina 
(66, 75 y 113 %) (p0,05). 
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Las variaciones que ejercen de forma leve quercetina y de forma más acusada rutina, sobre los 
niveles de GSH, GSSG y (GSH/GSSG), podrían estar relacionadas con variaciones en las actividades 
enzimáticas de GR, GPx-Se, CAT y SOD, ya que son las principales enzimas de defensa antioxidante. 
En la EA, el estrés oxidativo, posiblemente desencadenado por los agregados amorfos del 
péptido A, incrementan el grado de peroxidación lipídica, especialmente a nivel de corteza cerebral y 
de hipocampo. Estudios post-mortem revelan un aumento de los productos de peroxidación lipídica como 
TBARS, MDA, HNE, acroleína, etc. (McIntosh et al., 1997), (Pratico et al., 2001; Liu et al., 2005; Casado 
et al., 2008; Reed et al., 2009). También, se ha descrito la presencia de estos agregados amiloideos en 
la membrana mitocondrial neuronal (Reddy, 2009; Sultana and Butterfield, 2009), interfiriendo con la 
integridad de la membrana y alterando la cadena transportadora de electrones, hecho que favorece la 
acumulación de radicales libres. 
Compuestos como quercetina y rutina podrían evitar o inhibir el desarrollo de este proceso 
gracias a sus propiedades antioxidantes, motivo por el cual determinamos los niveles de MDA en el lisado 
celular después de las 24 horas de tratamiento. Los resultados se muestran en la Tabla 24, expresado 
como moles/mg de proteína. Ambos flavonoides redujeron de forma concentración dependiente la 
liberación de la especie radicalaria MDA (p0,001). Los porcentajes de inhibición con respecto a las 
células APPswe control, fueron 22,8; 26,4 y 47,8% para quercetina a las concentraciones de 25, 50 y 
100 M y 26,4 y 44,2% para rutina a las concentraciones de 50 y 100 M, respectivamente.  
 
2.2. ENZIMAS ANTIOXIDANTES: ACTIVIDAD ENZIMÁTICA, NIVELES DE PROTEÍNA Y EXPRESIÓN 
Se ha descrito que en la EA el sistema antioxidante constituido por las enzimas SOD, CAT, GR y GPx 
se encuentra marcadamente disminuido, razón por la cual las neuronas no pueden hacer frente al estrés 
oxidativo que se presenta durante el desarrollo de la enfermedad. En este sentido decidimos evaluar el 
efecto de los tratamientos sobre la actividad enzimática, niveles proteicos y expresión génica de estas 
enzimas. 
Tras el tratamiento con los flavonoides durante 24 h, la actividad enzimática se determinó en el 
extracto citosólico, mientras que los niveles de proteína se cuantificaron en un extracto total. Tras la 
cuantificación de las bandas obtenidas en el western blot, los valores se normalizaron con su 
correspondiente β-actina. Las variaciones fueron expresadas con respecto a las células APPswe control. 
Para los estudios de expresión génica, como producto de partida se utilizó el ARNtotal, y mediante 
transcripción reversa se sintetizó el ADNc. En las gráficas de expresión génica se representan la 
variación del 2-ct con respecto a las células APPswe control. Este valor expresa el número de veces 
que se incrementa o disminuye el ADNc de cada gen con respecto a las células APPswe control. 








Figura 49. SOD (A) Actividad enzimática; (B) Western blot; (C) Expresión génica de SOD. 1. Células APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50, 7. 100 M. *p0,05 frente a células 
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En cuanto a la SOD, el tratamiento con quercetina produce un aumento tanto de la actividad 
enzimática, los niveles de proteína y la expresión génica, siendo significativo a la concentración de 100 
M (p < 0,05). El tratamiento con rutina produjo un aumento significativo, a todas las concentraciones 
ensayadas, tanto en los niveles de proteína como en la expresión (p < 0,05).  








Figura 50. CAT (A) Actividad enzimática; (B) Western blot; (C) Expresión génica de SOD. 1. Células APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50, 7. 100 M. *p0,05 frente a células 
APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
En relación a CAT, los tratamientos tanto con quercetina como con rutina, produjeron un aumento 
significativo tanto de los niveles de proteína como de la expresión génica a la concentración de 100 M 
(p < 0,05). Además, la rutina aumentó la actividad enzimática a dicha concentración (p < 0,05). 









Figura 51. GR (A) Actividad enzimática; (B) Western blot; (C) Expresión génica de SOD. 1. Células APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50, 7. 100 M. *p0,05 frente a células 
APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
 
En relación a la GR, el tratamiento tanto con quercetina como con rutina, desencadenó un 
aumento significativo tanto de los niveles de proteína como de la expresión génica a las concentraciones 
de 50 y 100 M (p < 0,05). Por su parte, rutina incrementó de forma significativa la actividad enzimática 
a dichas concentraciones ensayadas (p < 0,05). 
Los resultados obtenidos para GPx se muestran en la Figura 52. El tratamiento con quercetina 
no produjo modificaciones ni en la actividad enzimática ni en los niveles de proteína, y solamente a la 
concentración de 100 M produjo un aumento significativo en la expresión génica (p < 0,05). El 
tratamiento con rutina generó un aumento significativo tanto en los niveles de proteína como en la 
expresión a la concentración más alta (p < 0,05).  
Los resultados observados en la expresión génica se correlacionan con la cuantificación de la 
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La célula posee diversos mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo. El primer sistema de 
defensa está formado por los compuestos antioxidantes capaces de interaccionar directamente con los 
radicales libres; tales como la vitamina C, GSH, ácido lipoico, en este grupo podríamos incluir a los 
flavonoides que consumimos en la dieta, etc. En segundo mecanismo de defensa lo constituyen las 
enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPx, etc., y en tercer lugar tenemos los sistemas de reparación 
de proteínas entre los que se incluye la tiorredoxina reductasa, glutatión reductasa y el sistema 
proteasomal, etc. En la EA, la liberación de radicales libres sobrepasa los mecanismos de defensa 









Figura 52. GPx (A) Actividad enzimática; (B) Western blot; (C) Expresión génica de SOD. 1. Células APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50, 7. 100 M. *p0,05 frente a células 
APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
 
Los experimentos descritos hasta el momento demuestran que tanto quercetina y rutina en mayor 
o menor grado, podrían intervenir a nivel de los tres mecanismos de defensa que presenta la célula frente 
al estrés oxidativo. Gracias al efecto antioxidante intrínseco que poseen quercetina y rutina, podrían 
actuar a nivel del primer mecanismo de defensa, interaccionando directamente con los radicales libres. 
Además, se observó que son capaces de incrementar los niveles de GSH y por ende aumentar el poder 
reductor celular. Se ha descrito que flavonoides a bajas concentraciones estimulan la transactivación del 
promotor de la subunidad catalítica de la -glutamilcisteína sintetasa, gen fundamental en la síntesis de 
glutation (Wild and Mulcahy, 2000; Myhrstad et al., 2002).  
A nivel del segundo mecanismo de defensa se vio que producen un incremento tanto en la 
actividad, niveles y expresión de las principales enzimas antioxidantes. Este aumento generalizado de la 
capacidad antioxidante endógena también se ha descrito con extractos vegetales ricos en quercetina y 
rutina (Sun et al., 2011). 
 
2.3. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DEL PROTEASOMA 20S Y 26S. NIVELES Y EXPRESIÓN DE PARP 
En la Figura 53, se muestran los resultados obtenidos. Tras 24 horas, los tratamientos con 
quercetina y rutina a las concentraciones de 25, 50 y 100 M, incrementaron de forma significativa 
(p0,05) la actividad enzimática tanto del proteasoma 20S como del 26S con respecto a las células 
control. 
Alrededor del 80-90% de las proteínas intracelulares, incluyendo las proteínas nucleares, son 
degradas por el proteasoma. Este complejo multicatalítico se encarga del control de calidad de las 
proteínas oxidadas, desnaturalizadas y/o agregadas (Kopito and Sitia, 2000; Davies, 2001; Ulrich, 2002). 
El núcleo catalítico lo conforma el proteasoma 20S, compuesto por las subunidades  y . La unión del 
sistema regulador 19S al proteasoma 20S da lugar a la formación del proteasoma 26S, este complejo 
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Figura 53. Actividad enzimática del proteasoma 20S y 26S. 1. APPswe control. Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 
100 nM. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 nM.*p0,05 frente a APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
Diversos autores, postulan que la inhibición del proteasoma podría ser responsable de la 
neurotoxicidad asociada al estrés oxidativo (Ding and Keller, 2001). La actividad del proteasoma está 
regulada por el estrés oxidativo. En la Figura 54 se esquematiza la relación entre el grado de oxidación 
de las proteínas y la degradación por el sistema proteasomal. En la parte izquierda de la figura se 
representa la forma activa de una proteína nativa. En el estadío I se incluyen a las proteína ligeramente 
oxidadas con actividad disminuida, en el estadío II, encontramos aquellas proteínas inactivas oxidadas y 
desnaturalizadas, que son reconocidas por el proteasoma para su degradación, la forma en que el 
proteasoma 20S reconoce a estas proteínas dañadas no está clara pero se piensa que pueden intervenir 
varios factores: (a) reconocimiento de grupos hidrófobicos que quedan expuestos después de la 
modificación; (b) reconocimiento de marcadores, como residuos de aminoácidos oxidados y (3) 
reconocimiento de cambios conformacionales en la proteína dañada. En el estadío III, la proteína se 
encuentra excesivamente oxidada formando enlaces covalentes cruzados con otras proteínas 
desnaturalizadas, favoreciendo la formación de agregados proteicos que actúan como inhibidores del 
proteasoma. Los agregados formados exponen residuos hidrofóbicos que favorecen la peroxidación 
lipídica, liberando a su paso MDA, HNE como subproductos (Jung et al., 2007; Jung and Grune, 2008). 
Se ha descrito que la inhibición farmacológica del proteasoma es suficiente para inducir muerte 
neuronal (Keller et al., 2000b; Pasquini et al., 2000; Qiu et al., 2000; McNaught et al., 2002). También se 
ha propuesto que la inhibición de este sistema multienzimático podría ser responsable de la 
neurodegeneración desencadenada en la EA. Además, se ha demostrado una disminución significativa 
de la actividad del proteasoma en diferentes áreas cerebrales; tales como, hipocampo, parahipocampo, 
giro temporal medio y lóbulo parietal inferior, en pacientes con la EA (Keller et al., 2000a). 
El proteasoma 26S es dependiente de ATP y para degradar una proteína dañada, requiere el 
marcaje con ubiquitina, mientras que el proteasome 20S no requiere marcaje de ubiquitina y es 
independiente de ATP. Se ha demostrado que el sistema proteasomal 26S es más susceptible al estrés 
oxidativo con respecto al 20S. En cortes histológicos cerebrales de pacientes con EA, se ha observado 
un incremento significativo de agregados proteicos marcados con ubiquitina, a nivel de los ONF 
(Reinheckel et al., 2000).  
Una nueva estrategia para el tratamiento de la EA sería la búsqueda de compuestos activadores 
del proteasoma. Se ha demostrado que el incremento de la actividad del proteasoma promueve la 
resistencia celular al estrés oxidativo y aumenta la supervivencia celular (Chondrogianni and Gonos, 
2008). 




Figura 54. Grado de oxidación de las proteínas y su susceptibilidad a la degradación por el proteasoma 
 
 La actividad antitumoral de flavonoides, entre ellos la quercetina, se ha atribuido a su efecto 
inhibitorio en la actividad del proteasoma. Dicha actividad antitumoral se produce a concentraciones 
elevadas de flavonoides (> 40 M). A estas concentraciones el flavonoide se convierte en una especie 
activa de oxígeno y de esta forma activa los mecanismos apoptóticos celulares (Chen et al., 2005a). Por 
otro lado, estudios recientes han demostrado que dosis bajas de quercetina producen una activación del 
proteasoma (Vargas and Burd, 2010). Estos últimos hallazgos están en concordancia con nuestros 
resultados, ya que tanto las células tratadas con quercetina como rutina han experimentado un 
incremento significativo de la actividad CT-L tanto del proteasoma 20S como del 26S a concentraciones 
de flavonoide del orden nanomolar. Hasta la fecha, pocos compuestos han mostrado un efecto activador 
del proteasoma (Katsiki et al., 2007; Maher, 2008; Trippier et al., 2014) 
A nivel del núcleo se ha descrito que el sistema proteasomal se activa por modificación de la 
poli(ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP) durante el estrés oxidativo (Ullrich et al., 1999). PARP activa el 
proteasoma para promover la degradación selectiva de histonas oxidadas, además de reparar el ADN y 
eliminar las proteínas oxidadas, facilitando la adaptación al estrés oxidativo y manteniendo la viabilidad 
celular a nivel del núcleo (Arnold and Grune, 2002).  
El incremento en la actividad del proteasoma 20S y 26S que se observó con los tratamientos de 
quercetina y rutina, nos condujo a evaluar el efecto de los tratamientos sobre los niveles de PARP 
mediante western blot y la expresión génica por PCR en tiempo real.  











Figura 55. Western blot y cuantificación de la expresión génica del ARNm de PARP. 1. APPswe control. Tratamientos con 
quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 M. *p  0,05 frente a APPswe control. 
(Test Student-Newman-Keuls). 
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Ambos flavonoides incrementaron los niveles de PARP, de forma más acusada para los 
tratamientos con rutina, que fue capaz de incrementar en 38,3% los niveles proteicos PARP a la 
concentración de 100 M, de forma estadísticamente significativa (p < 0,05). A nivel de la expresión 
génica se observó que quercetina a la concentración de 100 M incrementó la síntesis del ARNm de 
PARP en un 40%. En el caso de los tratamientos con rutina, a las concentraciones más altas (50 y 100 
M), obtenidos por western blot se correlacionaron con los obtenidos mediante PCR en tiempo real, ya 
que fueron capaces de favorecer la expresión del ARNm de PARP, comparados con lás células control, 
en 40,3 y 87,3%, respectivamente (p < 0,05).  
Arnold y Grune 2002, proponen que la activación del proteasoma 20S está asociada a la 
actividad PARP durante el estrés oxidativo, de manera que el aumento en la actividad del PARP 
favorecerá la reparación del ADN dañado y por tanto aumentará la viabilidad celular (Arnold and Grune, 
2002). Nuestros resultados apoyan esta teoría, ya que posiblemente frente al estrés oxidativo 
desencadenado por la sobreexpresión de APPswe, en la línea transgénica; tanto, quercetina como rutina 
favorecen la expresión proteica y génica de PARP. Se ha descrito que el sistema proteasomal en primera 
línea intenta reparar las proteínas dañadas por acción de la chaperonas tales como las HSP40 y 70, 
posiblemente a nivel del estadío I de oxidación de las proteínas (Figura 54). Este mecanismo es 
importante en la búsqueda de moléculas neuroprotectoras, ya que de esta forma se prevendría la 
formación de agregados proteicos como las placas seniles y los ONF, en el caso de la EA.  
Los compuestos en estudio, podrían participar a nivel de la reparación de las proteínas levemente 
oxidadas, asimismo favorecer la degradación de las proteínas desnaturalizadas por oxidación y por último 
inhibir la formación de los agregados proteicos sumado al efecto antimailoidogénico y antioxidante que 
poseen. En base a las propiedades antioxidantes, descritas para quercetina y rutina, éstas podrían 
disminuir el estrés oxidativo desencadenado por la agregación del péptido y por ende generar cambios 
a nivel de APP y a nivel de las proteínas encargadas de su procesamiento como son la BACE y -
secretasa. Por tal motivo decidimos evaluar los niveles proteicos y la expresión génica de dichas 
proteínas para determinar el efecto provocado por quercetina y rutina tras 24 h de tratamiento a las 
concentraciones de 25, 50 y 100 M. 
 
2.4. PROCESAMIENTO DE APP 
Nikolaev y col. el año 2009, reportaron la implicación de APP en la neurodegeneración vía el receptor de 
muerte DR6 (un miembro de la familia TNF), vía que estaría asociada a la ruta amiloidogénica de APP. 
El procesamiento de APP se inicia con la actividad catalítica de la enzima BACE, dejando libre -APPs 
y APP-C99 que contiene la secuencia A completa. En esta ruta de neurodegeneración, el fragmento N-
terminal -APPs sufriría un segundo corte por una proteasa aún desconocida, liberándose el dominio E2 
y una secuencia N-APP, la cual actuaría como ligando del receptor de muerte DR6, desencadenando la 
cascada de apoptosis por activación de las caspasas (Nikolaev et al., 2009).  
En la Figura 56, se esquematiza la vía de activación de DR6 por el N-APP. De estos estudios se 
deduce la importancia de buscar compuestos inhibidores de la expresión de APP, los cuales podrían ser 
potencialmente activos para el tratamiento de la EA. 
 
Figura 56. Mecanismo de acción de N-APP vía el receptor de muerte DR6 (Nikolaev et al., 2009) 
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Tras 24 horas de tratamiento con quercetina y rutina a 25, 50 100 M, se compararon los niveles 
proteicos y de ARNm de APP con respecto a las células control. Los resultados se muestran en la Figura 
57.  
Se observó una disminución tanto de los niveles como la expresión de APP especialmente con 
rutina, cuyo efecto fue concentración dependiente (p < 0,05).  











































Figura 57. Western blot y cuantificación de la expresión génica del ARNm de APP. 1. APPswe control. Tratamientos con 
quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 M. *p0,05 frente a APPswe control. (Test 
Student-Newman-Keuls). 
 
Siguiendo la ruta amiloidogénica, nos interesamos por el procesamiento de BACE, ya que es la 
primera enzima que interviene en esta ruta metabólica. Se evaluó un producto de degradación de la 
enzima BACE, mediante western blot, para determinar la influencia de los tratamientos sobre el 
procesamiento de la misma. Los niveles de este fragmento de degradación de 40 kDa son inversamente 
proporcionales a la cantidad de proteína madura, por tanto podrían ser interesantes aquellos compuestos 
que favorezcan la degradación de la proteína madura. En la Figura 58, se puede observar los resultados 











Figura 58. Western blot de un producto de degradación de BACE de 40 kDa y cuantificación de la expresión génica del ARNm 
de BACE. 1. APPswe control. Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 
100 M.*p0,05 frente a APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
Mientras que quercetina a la concentración de 100 M incrementó más del 20% el producto de 
degradación de BACE (p < 0,05), rutina incrementó de forma más acusada los niveles proteicos de este 
producto de degradación a las concentraciones de 50 y 100 M en 71,7 y 156,2% respectivamente, con 
respecto a las células control (p < 0,05).  
La expresión génica del ARNm de BACE, no evidenció cambios significativos con los 
tratamientos de quercetina comparadas con las células APPswe control (Figura 58).  
















































































































































Con respecto a la ruta "no amiloidogénica" de APP, nos interesaba determinar el efecto de los 
tratamientos sobre la enzima -secretasa. Esta enzima hidroliza la APP entre las posiciones 16/17 del 
A, generando -APPs, que contiene un fragmento de la región A, y el fragmento APP-C83 de 11,5 
kDa que queda anclado a la membrana. El fragmento transmembrana APP-C83, sufrirá un segundo corte 
por la -secretasa, liberando el fragmento p3 que no posee la secuencia A completa y que carece de 
potencial amiloidogénico (Panegyres, 1997) y el AICD.  
Para el tratamiento de la EA, nos interesan aquellos compuestos que sean capaces de favorecer 
la ruta “no amiloidogénica”, esencialmente activadores de la enzima -secretasa, la cual está compuesta 
por la familia de metaloproteasas conocidas como ADAM, a la que pertenecen las isoformas ADAM-9, 
ADAM-10 y ADAM-17, siendo ADAM-10 la isoforma constitutiva fisiológicamente más importante. Por 
este motivo evaluamos el efecto de quercetina y rutina sobre los niveles proteicos de ADAM-10 y la 
expresión génica de la misma.  
En la Figura 59, se puede observar los niveles de ADAM10 obtenidos por western blot, y la 
cuantificación del ARNm de la misma por PCR en tiempo real.  





















































Figura 59. Western blot y cuantificación de la expresión génica del ARNm de ADAM-10. 1. APPswe control. Tratamientos con 
quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 M.*p0,05 frente a APPswe control. (Test 
Student-Newman-Keuls). 
Los tratamientos con rutina a 50 y 100 M, incrementaron significativamente y de forma 
concentración-dependiente los niveles proteicos de ADAM-10, siendo los porcentajes de incremento con 
respecto a las células APPswe sin tratamiento, de 22,3 y 38,5% respectivamente (p < 0,05). 
Con respecto a la expresión génica del ARNm de ADAM-10 (Figura 59), quercetina a la 
concentración de 100 M incrementó dichos niveles en un 14,3% de forma significativa (p0,05), con 
respecto a las células control. El incremento de los niveles proteicos de ADAM-10 que provocó rutina, 
también se observó en los niveles de ARNm en 18,9 y 41,9% de forma significativa y concentración 
dependiente (p0,001) a las concentraciones de 50 y 100 M, respectivamente.  
De los resultados obtenidos tanto in vitro como en el modelo celular, rutina presenta propiedades 
antioxidantes y efectos antiamiloidogénicos ya que inhibe la agregación de A, desagrega las fibrillas de 
A preformadas, inhibe la actividad BACE in vitro y su expresión en el modelo celular. Además, disminuye 
tanto la expresión como los niveles de APP, e incrementa tanto la expresión como los niveles de ADAM-
10. Estas actividades observadas con rutina promueven el procesamiento de APP a través de la vía no 
amiloidogénica disminuyendo la posibilidad de generar A. Nuestros resultados se corroboran con 
diversos estudios que evidencian el papel que pueden ejercer los flavonoides induciendo -secretasa 
(Obregon et al., 2006), y disminuyendo la expresión tanto de APP como de BACE (Zhang et al., 2014). 
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Liao y col (2013), describieron la actividad neuroprotectora de genisteína, una isoflavona aislada de la 
soja, sobre cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata. El tratamiento de las células con 
genisteína incrementó significativamente la viabilidad celular; además, aumentó significativamente la 
actividad de -secretasa, mientras que en la actividad de BACE no se observaron cambios (Liao et al., 
2013). 
 
2.5. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA Y EXPRESIÓN GÉNICA DE CASPASA 3 Y 6 
Conociendo la participación de caspasa 3 en el proceso neurodegenerativo inducido por el A, nos 
propusimos evaluar el efecto de los compuestos sobre la actividad y la expresión génica de caspasa 3. Tras 
24 horas de tratamiento en la línea celular APPswe, se observó que tanto quercetina como rutina fueron 
capaces de inhibir significativamente la actividad enzimática de caspasa 3 a las concentraciones más altas. 
Los resultados se presentan en la Figura 60, siendo los porcentajes de inhibición para quercetina de 13 y 
18%, y para rutina de 12,6 y 17,9% a las concentraciones de 50 y 100 M, respectivamente. En la 
evaluación de la expresión génica (Figura 60), se observó una disminución de los niveles de ARNm de 










Figura 60. Cuantificación de la actividad enzimática y de la expresión génica del ARNm de caspasa 3. 1. APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 M.*p0,05 frente a 
APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
 
Se ha demostrado que existe una correlación entre la activación de caspasas y su efecto en las 
enfermedades neurodegenerativas como la EA. Durante la apoptosis, la APP actúa como sustrato de las 
caspasas (predominantemente de la caspasa 3), cuya actividad catalítica hidroliza APP a nivel de la 
posición Asp664 (en base a la secuencia de APP695), liberando un fragmento C-terminal de 31 
aminoácidos, llamado C31. Adicionalmente la actividad de -secretasa genera un fragmento llamado Jcasp 
(Gervais et al., 1999; Bredesen, 2009; Park et al., 2009), el procesamiento de APP por la caspasa 3 se 
esquematiza en la Figura 61. 
Se ha reportado que C31 y Jcasp, poseen efectos citotóxicos, ya que su liberación favorece la 
neurodegeneración (Lu et al., 2003). Posiblemente, el procesamiento de APP por caspasa 3, potenciaría la 
neurotoxicidad inducida por el A. La caspasa 3 juega un papel clave en el desarrollo de la EA, por tanto 
aquellos compuestos capaces de inhibir la actividad enzimática de la misma y/o disminuir su expresión 
génica podrían útiles en el tratamiento de la EA. 
La neurodegeneración desencadenada por el receptor de muerte celular DR6 (Figura 61); 
además de la participación de caspasa 3, requiere la activación de caspasa 6. Nikolaev y col. 2009, 
evidenciaron la implicación de caspasa 6 a nivel de la degeneración axonal, mientras que caspasa 3 
estaría relacionada con la degeneración a nivel del soma neuronal (Nikolaev et al., 2009). También, se 
ha reportado la intervención de caspasa 6 a nivel de la apoptosis celular, ya que actuaría favoreciendo 
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la fragmentación microtubular, provocando la desestabilización de los mismos por ruptura de los 
microtúbulos como Tau, favoreciendo la formación de ONF a nivel intracelular (Guo et al., 2004; Horowitz 
et al., 2004). Estudios a nivel proteómico han encontrado la asociación de caspasa 6 con los ONF, 
información que apoya la participación de esta caspasa a nivel de la agregación de Tau (Klaiman et al., 
2008). 
 
Figura 61. Implicación de caspasa 3 en el procesamiento de APP 
 
Conocedores de la asociación existente entre la activación de caspasa 6 y el proceso 
neurodegenerativo neuronal iniciado por la secuencia N-APP vía el receptor de muerte DR6, decidimos 
evaluar el efecto de quercetina y rutina sobre la actividad enzimática de la misma y la expresión génica. 
Los resultados se presentan en la Figura 62. La actividad enzimática de caspasa 6 sólo se vio disminuida 
significativamente con los tratamientos de rutina a 50 y 100 M, en más del 17 % (p0,05). A nivel de la 
expresión génica se observó una ligera disminución de los niveles del ARNm de caspasa 6 con respecto a 









Figura 62. Cuantificación de la actividad enzimática y de la expresión génica del ARNm de caspasa 6. 1. APPswe control. 
Tratamientos con quercetina 2. 25, 3. 50, y 4. 100 M. Tratamientos con rutina 5. 25, 6. 50 y 7. 100 M. *p0,05 frente a 
APPswe control. (Test Student-Newman-Keuls). 
Diversos trabajos apoyan el papel neuroprotector que ejercen los flavonoides, especialmente los 
que pertenecen a la subfamilia de los flavonoles. El glicósido de quercetina (3-O-beta-D-xilopiranosil-
beta-D-galactopiranósido) inhibe la agregación del péptido A. Además, reduce la muerte celular 
inducida por el A de forma concentración y tiempo dependiente, previniendo la fragmentación del ADN 
y la activación de la caspasa 3 en la línea celular PC12. Los autores señalan que sus propiedades 
neuroprotectoras requieren la presencia del azúcar, ya que la aglicona no mostró propiedades 
neuroprotectoras (Choi et al., 2010). Del mismo modo, las mejores propiedades neuroprotectoras que 
muestra rutina con respecto a quercetina podrían deberse a la presencia del azúcar rutinosa en la 
posición 3. Aunque diversos estudios sugieren que los grupos funcionales básicos para que los 
flavonoides puedan ser neuroprotectores son la presencia del grupo carbonilo en la posición 4 y el doble 
enlace en la posición 2,3 del anillo C (Pu et al., 2007), ambos presentes tanto en quercetina como en 
rutina.   
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En la línea celular de neuroblastoma humano transfectada con el gen APPswe, utilizada como modelo 
de Alzheimer experimental, se observó que:  
 
1. Tanto quercetina como rutina fueron capaces de incrementar los niveles de glutatión reducido 
y por tanto el poder reductor celular, así como de disminuir los niveles de peroxidación lipídica.  
 
2. El tratamiento de las células con ambos flavonoides favoreció en mayor o menor grado la 
actividad enzimática, la síntesis de proteína y la expresión génica de las principales enzimas 
antioxidantes superóxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa. Rutina 
produjo especialmente un incremento de catalasa y de glutatión reductasa, lo que podría explicar 
el aumento considerable de los niveles de glutatión reducido.  
 
3. Tanto quercetina como rutina provocaron un incremento significativo en la actividad del 
proteasoma 20S y 26S en la línea celular en estudio, evento que promovería la resistencia celular 
al estrés oxidativo aumentando la supervivencia celular. Además, ambos flavonoides 
aumentaron los niveles y la expresión génica de PARP, proteína responsable de la reparación 
del ADN y de la activación del sistema proteasomal. 
 
4. Rutina y quercetina provocaron una disminución de los niveles y expresión de APP, siendo 
rutina el flavonoide más activo. Además, el tratamiento de las células con rutina indujo un 
aumento de los niveles y expresión de ADAM-10, lo que podría favorecer la vía no amiloidogénica 
de procesamiento de APP. 
 
5. Rutina fue capaz de inhibir la actividad enzimática y la expresión de caspasa 3 y caspasa 6. 
La inhibición farmacológica de estas proteasas puede ser de gran interés ya que APP puede ser 
sustrato de caspasas cuya hidrólisis enzimática puede liberar fragmentos neurotóxicos que 
favorecen la neurodegeneración. 
 
6. Por tanto, en los ensayos en células se corroboró el buen perfil antioxidante de quercetina y 
rutina, así como la actividad antiamiloidógenica mostrada por ambos flavonoides en las técnicas 
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El potencial antioxidante y antiamiloidogénico que demostraron quercetina y rutina a nivel in vitro y en el 
modelo transgénico celular, indican que podrían ser potencialmente activas en el tratamiento de la EA. 
En este capítulo se evaluó la actividad metabólica cerebral, el efecto antiamiloidogénico, antioxidante y 
antiinflamatorio de los compuestos en el modelo animal Tg2576 (TgAPP). Este modelo constituye una 
herramienta útil para examinar diferentes vías de intervención para el tratamiento de la EA. En la Figura 
63 se muestras las diferentes dianas farmacológicas que se evaluaron. 
 
Figura 63. Dianas terapéuticas en las que podrían actuar quercetina y rutina en el modelo de ratón Tg2576. 
El trabajo experimental que se llevó a cabo para la consecución de los objetivos descritos es el siguiente. 
1. Evaluar la actividad metabólica cerebral  
2. Evaluar la neurodegeneración 
3. Determinar la expresión de receptores ionotrópicos de glutamato 
4. Valorar parámetros de estrés oxidativo: 
a. Glutation: tanto la forma oxidada como la reducida 
b. Peroxidación lipídica 
c. Enzimas antioxidantes: Superóxido dismutasa (SOD); Catalasa (CAT); Glutation 
peroxidasa (GPx) y Glutation reductasa (GR). Determinación de la actividad enzimática y 
su expresión 
5. Evaluar la expresión génica de APP y de las enzimas -secretasa y -secretasa  
6. Cuantificar la expresión génica de las caspasas 3 y 6 
































2.1. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD METABÓLICA CEREBRAL MEDIANTE PET EN RATONES 
MACHO DE 28 SEMANAS DE EDAD 
Se decidió evaluar la captación de 18[F]-FDG en el modelo animal TgAPP a las 28 semanas de edad, 
antes de la aparición de las placas neuríticas que se da a partir de los 14-16 meses de edad. La eventual 
detección de un déficit metabólico, en las fases iniciales de la patología, permitiría utilizar la 18[F]-FDG 
como un marcador biológico predictivo de la enfermedad capaz de detectar la patología antes del inicio 
del proceso neurodegenerativo. Esta nueva tecnología aportaría datos directos del funcionamiento 
celular, posibilitando el estudio de nuevas moléculas potencialmente activas en el tratamiento de la EA, 
permitiendo evaluar in vivo el efecto de estos tratamientos durante el desarrollo de la enfermedad.  
Sin embargo, la evaluación de la actividad metabólica cerebral a partir de las imágenes obtenidas 
mediante 18[F]-FDG-PET muestra que no existen diferencias en la actividad metabólica global entre 
ratones macho de 28 semanas TgAPP (n = 8) con respecto a ratones WT (n = 8) de la misma edad. Para 
corregir las inevitables fluctuaciones tanto en la dosis inyectada como en el tiempo de incorporación 
desde el momento de la inyección hasta la realización del escáner, así como las variaciones en el peso 
y la glucemia de los diferentes animales las imágenes se normalizaron frente a cerebelo, estructura 
elegida como referencia. El análisis de la actividad metabólica en diferentes estructuras cerebrales, como 
hipocampo, corteza parietal y temporal, implicadas en las funciones cognitivas tampoco mostró cambios 


















   1    2    4    5    3    6  
Figura 64. Efectos sobre la captación de glucosa, valorada mediante PET, comparando ratones WT con ratones TgAPP 
control. 1. Cerebro Total; 2. Corteza; 3. Hipocampo; 4. Neocorteza; 5. Tálamo; 6. Hipotálamo. Los datos muestran la captación 
de glucosa normalizada respecto a los niveles en cerebelo. Los valores representan la media ± SEM. 
 
En la Figura 65, se muestra una imagen representativa de un ratón WT comparado con un ratón 
TgAPP en la que se aprecia la ausencia de diferencias en la actividad metabólica cerebral entre ambos 
grupos. 
La PET es una técnica no invasiva de diagnóstico por imagen capaz de estudiar, visualizar y 
cuantificar múltiples procesos bioquímicos y fisiológicos in vivo, tales como metabolismo energético, tasa 
de síntesis proteica, actividad enzimática, metabolismo de ácidos grasos, flujo sanguíneo, entre otros. 
La PET permite, por tanto, medir la actividad metabólica de los tejidos tras detectar la distribución que 
adopta en ellos un radiofármaco de vida media ultracorta tras ser administrado por vía intravenosa. El 
radiofármaco más utilizado en las aplicaciones neurológicas de la PET es el análogo de la glucosa 18[F]-
FDG. La glucosa es el principal sustrato energético del cerebro. La 18[F]-FDG utiliza los mismos 
transportadores de membrana que la glucosa. Tras su entrada en la célula sufre atrapamiento metabólico 




lo que da lugar a la acumulación progresiva del derivado fosforilado 18[F]-FDG-6P en el interior de la 
célula. 
En el cerebro el metabolismo glucídico aporta más del 95% de la energía necesaria para su 
funcionamiento normal. En múltiples enfermedades relacionadas con disfunciones cognitivas se han 
descrito alteraciones significativas en la utilización cerebral de la glucosa, de ahí que la 18[F]-FDG sea un 

















Figura 65. Imágenes de PET. En cada panel se observan, de arriba abajo: imágenes de MRI; imágenes de PET y 
superposición de ambos tipos de imágenes (en planos coronal, sagital y transversal). A. Ratón WT B. Ratón TgAPP control. 
Cuanto mayor sea la captación de glucosa, mayor será la señal, siendo el rojo el máximo y el azul el mínimo 
En el caso de la EA, los pacientes muestran una disminución del metabolismo de la 18[F]-FDG 
en la corteza parieto-temporal incluso en etapas tempranas de la enfermedad cuando los síntomas 
clínicos no se manifiestan plenamente y el daño regional es aún limitado (Mosconi, 2005; Jagust et al., 
2007). Esta tecnología de neuroimagen funcional incluso puede ayudar a efectuar el diagnóstico de la 
demencia diferenciándola del envejecimiento normal ya desde su inicio o incluso antes de la aparición 
de sintomatología (Ishii et al., 1998; Ishii et al., 2007).  
La disminución del metabolismo mediante 18[F]-FDG-PET, se puede apreciar antes que con los 
sistemas de diagnóstico convencionales con una fiabilidad de hasta el 93% (Phelps, 2000). Por ejemplo 
se ha observado una reducción en el metabolismo cerebral en las áreas más afectadas en la EA, en 
pacientes jóvenes asintomáticos que presentan el factor de riesgo ApoE4, cinco años antes de la 
aparición de los primeros síntomas (Norfray and Provenzale, 2004; Reiman et al., 2005). 
Una posible explicación a los resultados obtenidos en nuestro estudio, es que la 18[F]-FDG-PET 
no es suficientemente sensible para detectar los cambios en la captación de glucosa en el modelo animal 
Tg2576. Kuntner y col. (2009), tampoco obtuvieron diferencias significativas entre los animales Tg2576 
con respecto a los WT a los 14 meses de edad mediante 18[F]-FDG-PET (Kuntner et al., 2009). 
No obstante, Niwa y col. (2002) reportaron hipometabolismo cerebral en ratones Tg2576 de 2-3 
meses de edad utilizando el radiotrazador 2-[14C]-deoxiglucosa mediante autorradiografía (Niwa et al., 








de la captación de glucosa en ratones. De forma similar, Toyama y col. (2004) también reportaron 
resultados consistentes en la cuantificación del metabolismo de glucosa utilizando el trazador dual ([18F]-
FDG, 2-[14C]-DG), mediante autorradiografía bidimensional, en cortes histológicos cerebrales de ratones 
(Toyama et al., 2004). 
En base a los trabajos científicos donde se reporta una mayor sensibilidad en la cuantificación 
de la captación de glucosa mediante autorradiografía, se decidió evaluar el metabolismo cerebral por 
autorradiografía utilizando el radiotrazador 18[F]-FDG en ratones macho TgAPP a las 45 semanas de 
edad, además se incluyeron tratamientos de 4 semanas para quercetina y rutina. La edad elegida para 
este experimento se fundamenta en los trabajos realizados por Hsiao y col 1996, quienes desarrollaron 
el modelo animal. Los mismos autores también, describieron que la deposición de las placas neuríticas 
y el deterioro cognitivo a nivel comportamental se hace visible a los 9 meses de edad (Hsiao et al., 1996).  
2.2. OBTENCIÓN DE IMÁGENES 3D POR AUTORRADIOGRAFÍA UTILIZANDO 18[F]-FDG EN 
RATONES MACHO DE 45 SEMANAS DE EDAD TRATADOS CON QUERCETINA Y RUTINA 
En la Figura 66, se muestra la cuantificación de la actividad metabólica obtenida mediante 















Figura 66. Efectos sobre la captación de glucosa, valorada por autorradiografía utilizando el radiotrazador 18[F] FDG, 
comparando ratones WT con ratones TgAPP control y los tratamientos respectivos con quercetina y rutina. 1. WT, 2. TgAPP 
control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. Los datos muestran la captación de glucosa normalizada respecto a los niveles en 
cerebelo. Los valores representan las medias ± SEM. 
En la cuantificación de la actividad metabólica en las imágenes obtenidas por técnicas 
autorradiográficas tampoco se evidenció alteraciones metabólicas significativas en las diferentes 
estructuras estudiadas entre el grupo de ratones TgAPP control y su correspondiente WT a las 45 
semanas de edad. 
Del mismo modo, en los tratamientos con los flavonoides quercetina y rutina, tampoco se observó 
diferencias estadísticamente significativas; sin embargo, en los ratones tratados con rutina se observó 
un ligero aumento de la actividad metabólica con respecto al grupo TgAPP control, en las diferentes 
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Uno de los resultados más importantes de este estudio, es que ha permitido poner a punto la 
reconstrucción tridimensional a partir de cortes autorradiográficos en 2D de cerebro de ratón las 
imágenes obtenidas se presentan en la Figura 67.  
 
 
Figura 67. Creación volúmenes 3D a partir de las autorradiografías 2D de cerebro de ratón utilizando el radiotrazador [18F]-
FDG mediante PET en ratones macho de 45 semanas de edad tratados con quercetina y rutina. A. WT, B. TgAPP, C. TgAPP 
+ Q, D. TgAPP + R. Los datos muestran la captación de glucosa normalizada respecto a los niveles en cerebelo y a la actividad 
inyectada.  
 
Diversos estudios reportan que la cuantificación de la actividad metabólica de glucosa a nivel 
cerebral podría ser inespecífica en este modelo animal. Luo y col. (2012) usando una combinación de 
18[F]-FDG-PET con MRI funcional evaluaron el metabolismo de glucosa de forma global y regional en 
ratones TgAPP de 7 y 19 meses de edad (Luo et al. 2012). Ellos observaron que los ratones TgAPP de 
7 meses de edad presentaban hipermetabolismo de glucosa con respecto a los WT. A los 19 meses 
observaron que el hipermetabolismo disminuía pero que no difería con respecto a los ratones WT. De 
ahí que se hace necesaria la búsqueda y el desarrollo de radiotrazadores más específicos, por ejemplo 




el 11C-PiB es otro ligando que puede emplear la PET, este compuesto se usa para visualizar 
específicamente A in vivo. Una mayor retención de este ligando se relaciona con la EA (Forsberg et al., 
2010). Sin embargo, estas técnicas resultan demasiado costosas para su utilización rutinaria. 
2.3. EXPRESIÓN DE RECEPTORES IONOTRÓPICOS DE GLUTAMATO EN RATONES MACHO DE 
45 SEMANAS DE EDAD TRATADOS CON QUERCETINA Y RUTINA 
Decidimos evaluar la expresión de los diferentes subtipos de receptores ionotrópicos de glutamato en el 
modelo transgénico y el efecto de los tratamientos sobre los mismos, mediante autorradiografía utilizando 
ligandos específicos para cada subtipo de los receptores de glutamato. Se utilizaron los mismos cortes 
histológicos obtenidos para la determinación ex vivo de la actividad metabólica, ya que el radioisótopo 
18[F]-FDG posee un tiempo de vida media aproximado de 2 h. Una vez utilizados, los cortes fueron 
almacenados -80ºC, hasta el momento de la realización del ensayo autorradiográfico. 
Para la determinación de la densidad receptorial se eligieron cortes coronales a nivel de la 
posición Bregma -2,54 mm, con la intención de observar tanto diferentes divisiones corticales como el 
hipocampo. La cuantificación de la expresión de los receptores NMDA y AMPA se llevó a cabo en corteza 
occipital, parietal y entorrinal, y a nivel de hipocampo CA1 y CA3. En el caso del receptor de kainato que 
se expresa principalmente a nivel de corteza, solo se realizaron las determinaciones en corteza occipital, 
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Figura 68. Autorradiogramas representativos de la sección coronal del hemisferio cerebral izquierdo. (A) WT, (B) TgAPP 
control, (C) TgAPP + Q4, (D) TgAPP + R4. No se observaron cambios significativos entre WT y TgAPP, tampoco entre con 
los tratamientos. Sección tomada a nivel de Bregma -2,54. (CO) corteza occipital; (CP) Corteza parietal; (CE) corteza 
entorrinal; (CA1 y CA3) hipocampo. 
La cuantificación de los niveles de los receptores ionotrópicos de glutamato se presenta en la 
Tabla 25.  
 
Tabla 25. Efecto del tratamiento con quercetina y rutina sobre la densidad de los receptores NMDA, AMPA y kainato en 
corteza occipital, parietal y entorrinal y a nivel de hipocampo CA1 y CA3. WT (n=3), TgAPP control (n=3), TgAPP + Q (n=2) y 
TgAPP + R (n=2). Los valores representan las medias de los porcentajes con respecto a los ratones TgAPP ± SEM. 
NMDA WT TgAPP TgAPP + Q Tg + R 
  Corteza occipital 99,463 ± 0,234 100,000 ± 0,329 102,182 ± 0,393 100,083 ± 0,538 
                parietal 101,143 ± 0,474 99,911 ± 0,342 103,363 ± 0,650 100,708 ± 0,470 
             entorrinal 101,007 ± 0,474 100,460 ± 0,556 103,261 ± 0,594 100,573 ± 0,469 
Hipocampo CA1 99,962 ±  0,655 99,883 ± 0,467 103,762 ± 0,667 98,597 ± 1,003 
                 CA3 103,257 ± 0,624 100,000 ± 0,428 103,850 ± 0,929 102,877 ± 0,738 
AMPA 
  Corteza occipital 99,244 ± 0,519 100,000 ± 0,419 97,016 ± 0,641* 99,685 ± 0,311 
                parietal 99,307 ± 0,867 100,000 ± 0,873 98,222 ± 1,109 99,587 ± 0,888 
             entorrinal 100,458 ± 1,029 100,000 ± 0,665 101,217 ± 0,653 100,286 ± 0,616 
Hipocampo CA1 98,664 ± 0,669 100,000 ± 0,804 97,297 ± 1,235 100,907 ± 0,804 
                CA3 100,691 ± 0,520 100,000 ± 0,572 98,326 ± 1,148 100,380 ± 0,570 
Kainato 
   Corteza occipital 99,463 ± 0,234 100,000 ± 0,329 102,182 ± 0,393 100,083 ± 0,538 
                parietal 102,812 ± 0,685 100,000 ± 0,930 99,442 ± 1,077 100,018 ± 0,865 
             entorrinal 103,333 ± 0,769 100,000 ± 0,459 99,220 ± 0,756 104,058 ± 1,162 
*p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-Newman-Keuls). 
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Los valores fueron expresados como porcentajes en función de los valores obtenidos para los 
ratones TgAPP control. No se encontraron diferencias significativas, comparando los valores obtenidos 
para los ratones TgAPP control con respecto a los ratones WT. Posiblemente en esta línea transgénica 
la sobreexpresión de APPswe, no involucra alteraciones a nivel de la expresión de receptores NMDA, 
AMPA ni kainato a las 45 semanas de edad. Tampoco se observaron efectos destacables en la expresión 
de estos receptores ionotrópicos en presencia de los tratamientos de 4 semanas con quercetina ni con 
rutina. 
Un factor común a todas las enfermedades neurodegenerativas es la alteración de uno o más 
sistemas de neurotransmisión. Dentro de este grupo de sistemas susceptibles de alteración se encuentra 
el sistema glutamatérgico. El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia, ya que participa 
en el 70% de las sinapsis excitatorias. Aunque desempeña importantes funciones fisiológicas en el SNC, 
la activación excesiva de sus receptores, bajo ciertas condiciones es neurotóxica y se ha relacionado 
con procesos neurodegenerativos, tanto agudos como crónicos (Choi et al., 1988). 
Los receptores ionotrópicos de glutamato son canales iónicos selectivamente permeables a 
distintos cationes, y están a su vez subdivididos en tres grupos diferentes de acuerdo a sus agonistas 
selectivos: N-metil-D-aspartato (NMDA), -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), y 
kainato (Monaghan et al., 1989). Generalmente se engloban los dos últimos en una categoría común, 
denominada receptores no-NMDA.  
Existen numerosos aspectos comunes entre la neurodegeneración inducida por el péptido A y 
la muerte neuronal inducida por el exceso de glutamato. La adición de A y otros péptidos 
amiloidogénicos a cultivos primarios de neuronas provoca un aumento lento en la concentración de Ca2+ 
intracelular, y se ha propuesto que este aumento es el que media la neurotoxicidad (Mattson et al., 1992; 
Mattson et al., 1995). Además, los altos niveles de Ca2+ intracelular podrían ejercer algún efecto sobre el 
procesamiento proteolítico anormal de la APP, provocando un aumento en la generación del péptido A, 
ya que la exposición de células neuronales a agentes que inducen el influjo de Ca2+ provocan un aumento 
en la producción de A (Lopez et al., 2008). 
Diversos estudios demuestran que la excitotoxicidad es producto de la combinación de factores 
entre los que se incluyen: a) un incremento en las concentraciones de glutamato bien por liberación del 
mismo desde las aferencias situadas en la corteza o por reducción en la recaptación de glutamato por 
parte de la glía, b) hipersensibilidad de receptores NMDA postsinápticos, c) alteración en la homeostasis 
intracelular del Ca2+ y d) disfunciones mitocondriales. Por lo tanto, las terapias utilizadas para detener el 
avance de la enfermedad incluyen diversos inhibidores glutamatérgicos, como la memantina. Aunque 
algunos estudios revelan que estos agentes tienen efecto tan solo sobre algunos síntomas, más no se 
tiene una evidencia de que puedan detener la neurodegeneración (Hattori, 2013). 
Diversos estudios reportan la capacidad de los flavonoides de inhibir la excitoxicidad neuronal 
inducida por glutamato, por ejemplo el flavonol miricetina inhibe dicha toxicidad a través de la protección 
de las neuronas por diferentes vías. En primer lugar modula el receptor NMDA por fosforilación causando 
una reducción de la sobrecarga intracelular de Ca2+ inducida por glutamato. El segundo mecanismo de 
neuroprotección sería la capacidad de inhibir la producción de ROS provocada por glutamato. 
Finalmente, el tratamiento con miricetina reduciría la activación de caspasa 3 inducida por glutamato. Se 
ha descrito, que miricetina por su estructura polifenólica tiene la capacidad de formar 3 puentes de 
hidrógeno con el centro activo de caspasa 3 inhibiendo de esta forma la actividad enzimática de la misma 
(Shimmyo et al., 2008d). Estos resultados sugieren el potencial neuroprotector de los flavonoides sobre 
la excitoxicidad inducida por glutamato, específicamente los flavonoles como quercetina y rutina también 
podrían ejercer dicha actividad, por la similitud estructural que presentan con miricetina. Sin embargo, es 
necesario estudiar el efecto sobre un modelo más específico, ya que en los ratones TgAPP, en las 
condiciones ensayadas, no presentaron cambios destacables con respecto a los ratones WT.  
 




2.4. EVALUACIÓN DE LA NEURODEGENERACIÓN (TINCIÓN MARCAJE CON FLUORO-JADE C) Y 
DE LA MORFOLOGÍA NUCLEAR DE NEURONAS DE HIPOCAMPO (CONTRATINCIÓN CON DAPI) 
En base a la teoría de la cascada amiloide, se establece que la acumulación y la agregación del A, 
desencadena procesos neurodegenerativos que finalmente conllevan a la muerte neuronal. Para evaluar 
si realmente la acumulación de A induce neurodegeneración celular utilizamos el colorante Fluoro-Jade 
C que tiñe las células en proceso de degeneración celular. En concreto se tiñeron con Fluoro-Jade C 
secciones coronales a nivel de la posición -2,54 siguiendo el sistema de referencia Bregma. No se 
observaron signos característicos de neurodegeneración a la edad en que se evaluaron los ratones 
transgénicos, comparado con los ratones WT, tampoco los tratamientos con quercetina y rutina durante 





Figura 69. Observación de la neurodegeneración (Fluoro-Jade C) y de la cromatina nuclear (DAPI) a nivel de hipocampo 
CA3. 1. Fluoro-Jade C, 2. DAPI, 3. Superposición DAPI y Fluoro-Jade C. A. WT, B. Tg control, C. Tg + Q, D. Tg + R. 
 
La contratinción con 4´-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) de las neuronas de hipocampo nos 
permitió observar la morfología nuclear, ya que este compuesto es un colorante fluorescente para ácidos 
nucleicos. Como se observa en las imágenes (Figura 69. A-2. B-2, C-2 Y D-2), los núcleos aparecen 
redondeados y con una tinción clara. Por ende, no hemos observado núcleos fragmentados o con forma 
lobular, típicamente apoptóticos, tampoco se detectaron diferencias remarcables comparando los cortes 
histológicos de hipocampo de la línea transgénica control con respecto a los cortes de los WT, ni entre 
los tratamientos con quercetina y rutina con respecto a los ratones TgAPP control. 
Si bien es cierto los modelos transgénicos para la EA desarrollan progresivamente muchas de 
las principales características de la enfermedad, como elevados niveles de A, depósitos de amiloide, 
neuroinflamación, estrés oxidativo, gliosis, pérdida sináptica y déficit cognitivo; sin embargo, ni los ONF 
ni la muerte neuronal son aparentes en la gran mayoría de los modelos (Balducci and Forloni, 2011). El 
modelo Tg2576, tampoco es la excepción, ya que a las 45 semanas de edad no se evidenció rasgos 
característicos de muerte neuronal con la tinción con Fluoro-Jade C. 
Cabe señalar que en otros modelos animales si se han reportado muerte neuronal como el ratón 
APP23 a los 14 meses de edad (Calhoun et al., 1998). La combinación de varias mutaciones de APP y 
PS1 favorece la aparición de este rasgo patológico, como en el caso del 5xFAD que ha mostrado pérdida 
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neuronal a nivel de hipocampo en etapas más tempranas (Casas et al., 2004; Oakley et al., 2006). 
Aunque ninguno de los modelos reproduce totalmente las características de la enfermedad en humanos, 
estos modelos permiten estudiar muchos de los aspectos relacionados con la EA, así como valorar 
posibles tratamientos terapéuticos.  
 
2.5. GLUTATION 
Con el fin de evaluar parámetros de estrés oxidativo en los ratones TgAPP, se cuantificaron los niveles 
de GSH y GSSG, y se determinó el cociente GSH/GSSG como marcador del poder reductor celular, tanto 
en machos como en hembras (Figura 70). 
En la evaluación del efecto del transgen en el sistema del glutation, se ha observado un descenso 
del poder reductor celular (GSH/GGSG) respecto a los animales WT tanto en machos como hembras y 
en ambas áreas cerebrales. Mientras que en las hembras este descenso es consecuencia de una 
disminución en los niveles de GSH, en los machos se atribuye a un aumento de los niveles de GSSG 














Figura 70. Efecto de quercetina y rutina sobre los niveles de GSH (C1, H1), GSSG (C2, H2)  y GSH/GSSG (C3, H3). Corteza 
(C) e Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-
Newman-Keuls). 
En nuestro modelo animal TgAPP hemos encontrado diferencias significativas dependientes del 
sexo, especialmente en el hipocampo. Los machos presentaron menores niveles de GSH, mayores de 
GSSG, y como consecuencia un descenso significativo del poder reductor celular (GSH/GSSG) (p < 
0,05). 
Los ratones TgAPP control hembras con respecto a los WT, experimentaron una disminución de 
GSH en más del 35% (p0,001), tanto a nivel de corteza cerebral e hipocampo (Fig 70 C1 y H1). Los 
niveles de GSSG se incrementaron en torno al 19% (Fig 70 C2 y H2) y el poder reductor (GSH/GSSG) 
se vio significativamente disminuido en más del 45% (p0,05) (Fig 70 C3 y H3).  
Los tratamientos fueron capaces de revertir parcialmente el estrés oxidativo observado en los 
ratones hembra TgAPP. A nivel de corteza cerebral, rutina incrementó significativamente los niveles de 
GSH en más de 25% (p0,05), con respecto a los TgAPP que no recibieron tratamiento (Fig 70 C1), y 
quercetina fue capaz de disminuir los niveles de GSSG en más de 29% (p0,05) a nivel de hipocampo 

















































































































































(Fig 70 H2). Tanto quercetina como rutina incrementaron significativamente el cociente GSH/GSSG en 
más de 60 y 27% (p0,05), respectivamente a nivel de hipocampo. Ambos efectos observados con rutina 
y quercetina, han sido más acusados en los machos que en las hembras. 
En los ratones macho, a nivel de hipocampo los niveles de GSH disminuyeron en más de 42%, 
los niveles de GSSG se incrementaron en más del 47%, los que se tradujo en una disminución muy 
marcada del poder reductor celular (GSH/GSSG) mayor al 60%. Por su parte quercetina y rutina; fueron 
capaces de revertir de forma estadísticamente significativa, este acusado estrés oxidativo, ya que 
incrementaron los niveles de GSH en 87 y 44%, redujeron los valores de GSSG en 20 y 36% 
respectivamente, lo que se tradujo en un incremento del poder reductor celular en más 125% en ambos 
flavonoides (p0,05).  
Asimismo, a nivel de corteza cerebral sólo los niveles de GSSG mostraron una disminución 
estadísticamente significativa (p0,05) de 24% en los ratones TgAPP control respecto a los WT. Mientras 
que el tratamiento con rutina fue capaz de disminuir en un 49% los niveles de GSSG (p0,05) y a su vez 
aumentar la tasa de GSH/GSSG en 72% (p0,05), quercetina incrementó los niveles de GSH en 47%. 
La disminución en los niveles de GSH representa uno de los marcadores bioquímicos tempranos 
más importantes en diversas enfermedades neurodegenerativas como la EA (Tsang and Chung, 2009; 
Cencioni et al., 2013). La relación entre GSH/GSSG disminuye durante la degeneración neuronal, lo cual 
favorece la formación de radicales libres. Además, se ha descrito que el estrés oxidativo incrementa la 
producción y agregación del A y también favorece la hiperfosforilación de tau (Tong et al., 2005). Se 
considera que existen varios mecanismos promotores de ROS durante la enfermedad; uno de ellos es el 
incremento de metales como Fe3+, Cu2+, Zn2+. Las regiones cerebrales que se afectan mayormente en 
la EA son la amígdala, la corteza y el hipocampo. Esto se relaciona con el incremento del Fe3+ en estas 
regiones. Además, la unión de estos cationes con el A forma complejos que favorecen la agregación 
del péptido y la generación de H2O2 (Atwood et al., 2003). La presencia de ROS, a su vez, incrementa la 
expresión y la actividad de BACE y -secretasa que participan en el procesamiento de la APP, lo que 
genera un incremento en la producción de A1-42, el cual tiene una mayor capacidad de agregación en 
comparación con A1-40. 
Diversos estudios reportan la propiedad de los flavonoides de inducir la expresión de genes 
neuroprotectores, incluyendo aquellas enzimas involucradas en la síntesis de GSH, a través de la 
activación del factor de transcripción Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-related factor). Arredondo y col 
(2010) reportaron que los pre-tratamientos con quercetina aumentaron los niveles totales de GSH y 
permitieron contrarrestar los efectos tóxicos del H2O2 en cultivos celulares (Arredondo et al., 2010). 
Asimismo, diferentes estudios correlacionan el incremento de GSH que provoca quercetina con la 
activación del factor de transcripción Nrf2 (Myhrstad et al., 2002; Alia et al., 2006). Esta vía citoprotectora 
tiene especial interés en relación con el estrés oxidativo y la actividad que ejercen los flavonoides, ya que 
Nrf2 es responsable de inducir la expresión de una batería de genes que codifican proteínas 
antioxidantes, y por lo tanto promueven la regulación del potencial rédox intraceular (Zhai et al., 2013; 
Zhang et al., 2013). En este sentido, también se ha descrito que quercetina promueve la expresión de -
glutamilcisteína sintetasa, una enzima limitante en la síntesis de GSH, cuya transcripción está regulada 
por la activación de Nrf2 (Arredondo et al., 2010). Las acciones biológicas de los flavonoides se han 
atribuido a sus propiedades antioxidantes, debidas principalmente a sus capacidades reductoras per se 
o por influenciar el estado de oxidación/reducción (rédox) intracelular asociado con la activación del Nrf2.  
2.6. SUSTANCIAS REACTIVAS AL ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
Determinamos los niveles de TBARS, como marcador de peroxidación lipídica, y mediante curvas de 
calibración se expresaron los resultados en concentración de MDA. En la Figura 71, se presentan los 
resultados obtenidos de la cuantificación de MDA. Tras la sobreexpresión de APP se observó un 




incremento de los niveles de MDA en más del 25%, tanto a nivel de corteza cerebral como en hipocampo, 
en machos y en hembras (p0,05). En las hembras, este efecto fue revertido con los tratamientos de 
quercetina y rutina, en más del 27%  a nivel de corteza cerebral (p0,05) y en más del 15% a nivel de 
hipocampo (p0,05). En el caso de los machos se observó una disminución significativa con respecto a 
los TgAPP, en más del 21% a nivel de corteza cerebral y en más del 27% a nivel de hipocampo (p0,05). 
Varios estudios han demostrado un aumento de los marcadores de peroxidación lipídica en los cerebros 
de los pacientes con EA, especialmente a nivel de corteza cerebral e hipocampo (Pratico et al., 2001; Liu 
et al., 2005; Casado et al., 2008; Reed et al., 2009). Por tanto, es importante la búsqueda de compuestos 
capaces de inhibir la lipoperoxidación, ya que de esta forma se inhibiría una de las principales vías 
neurodegenerativas en la EA (Halliwell, 2012). 
























































Figura 71. Efecto de quercetina y rutina sobre los niveles de MDA. Corteza (C) e Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. 
TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-Newman-Keuls). 
De nuestros resultados se concluye que los tratamientos con rutina y quercetina, tanto en 
machos como en hembras, restablecieron los niveles de MDA a los valores de los animales WT, y 
evidencian el probable efecto neuroprotector que ejercen rutina y quercetina sobre la peroxidación lipídica 
asociada a la sobreexpresión de APPswe.  
 
2.7. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA Y EXPRESIÓN DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES 
En la figura 72 se presentan las actividades enzimáticas de SOD, CAT, GR y GPx-Se, determinadas en 












Figura 72. Efecto de quercetina y rutina sobre las actividades enzimáticas de SOD (C1, H1), CAT (C2, H2), GR (C3, H3) y 
GPx (C4, H4). Corteza (C) e Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP 
control. (Test Student-Newman-Keuls). 




























































































































































































Como consecuencia de la sobreexpresión de APP, se observó una disminución generalizada de 
las actividades enzimáticas en los ratones TgAPP control con respecto a los WT. Sin embargo, esta 
disminución sólo fue significativa para la actividad enzimática de CAT tanto a nivel de corteza como de 
hipocampo (p0,05). En nuestro modelo animal TgAPP no hemos encontrado diferencias significativas 
dependientes del sexo, ni en corteza ni en hipocampo, en la actividad de las principales enzimas 
antioxidantes. 
El tratamiento con quercetina no produjo ninguna variación significativa de las actividades 
enzimáticas ni en machos ni en hembras en las áreas cerebrales estudiadas. Los animales tratados con 
rutina, experimentaron un incremento en la actividad CAT en corteza y de GR en hipocampo, tanto en 
machos como en hembras (p < 0,05). 
Para corroborar los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad de las enzimas 
antioxidantes, cuantificamos la expresión génica de aquellas en las que se produjo alguna variación 
significativa como consecuencia de los tratamientos. Solamente los animales tratados con rutina 
experimentaron cambios en la actividad enzimática de CAT y GR en corteza e hipocampo tanto en 
machos como en hembras, y GPx en hipocampo de ratones hembra (Fig 72). Los resultados de expresión 









Figura 73. Efecto de quercetina y rutina sobre la expresión de CAT en corteza. 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. 








Figura 74. Efecto de quercetina y rutina sobre la expresión de CAT (H1), GR (H2) y GPx (H3) en hipocampo. 1. WT, 2. TgAPP 
control; 3. TgAPP + Q4; 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-Newman-Keuls). 
  
Mientras que en corteza cerebral no se han observado cambios en la expresión de CAT tras el 
tratamiento con rutina, en hipocampo de ratones macho se produjo un incremento significativo del 32% 
(p < 0,05). En cuanto a GPx, se observó un patrón similar al de CAT aunque el incremento observado no 
llegó a ser significativo. El incremento observado en la actividad de GR en hipocampo, tanto en machos 
como en hembras, se corrobora en cierta medida con incremento de un 25% aunque no es 
estadísticamente significativo. 










































































































































































































El estrés oxidativo promueve la alteración estructural y funcional de las macromoléculas 
orgánicas, llevando a las células afectadas a procesos disfuncionales y a la muerte por necrosis o 
apoptosis (Halliwell, 2012). Se ha reportado que en patologías neurodegenerativas como la EA el sistema 
defensivo antioxidante constituido por las enzimas SOD; CAT; GR y GPx se encuentra marcadamente 
disminuido, razón por la cual las neuronas no pueden hacer frente al estrés oxidativo que se 
desencadena durante el desarrollo de la enfermedad (Halliwell, 2012).  
En el modelo animal TgAPP, en mayor o menor grado, se ha encontrado una disminución de la 
actividad enzimática de SOD, CAT, GR y GPx, con respecto a los ratones WT. Sin embargo, en los 
pacientes con la EA, se han encontrado resultados contradictorios en los niveles de actividad enzimática 
en sangre. Algunos estudios han encontrado aumentada la actividad SOD en sangre de pacientes con 
EA (Ozcankaya and Delibas, 2002; Rossi et al., 2002; Kharrazi et al., 2008). Esto también se ha 
demostrado que ocurre en cerebro de modelos animales transgénicos que reproducen un estadio 
temprano de la EA (Resende et al., 2008). Otros estudios han encontrado una disminución de la actividad 
SOD en pacientes con EA (Rinaldi et al., 2003; Casado et al., 2008; Padurariu et al., 2010; Vural et al., 
2010), mientras que Bourdel-Marchasson (2001) no encontró diferencias de actividad en sangre entre 
pacientes con EA y controles (Bourdel-Marchasson et al., 2001).  
También, se han encontrado resultados contradictorios en los niveles de actividad de GPx en 
sangre de pacientes con EA. Martín-Aragón y col. (2009), reportaron un aumento de la actividad de GPx 
en plasma de pacientes con EA y otros lo ha corroborado en un modelo in vivo de ratones transgénicos 
con la enfermedad (Resende et al., 2008). Sin embargo, otros autores han encontrado una disminución 
de la actividad de GPx en los pacientes con EA (Rinaldi et al., 2003; Casado et al., 2008; Kharrazi et al., 
2008; Padurariu et al., 2010; Vural et al., 2010); mientras que en otros estudios no se han encontrado 
diferencias de actividad entre pacientes y controles (Bourdel-Marchasson et al., 2001) 
Asimismo, para el caso de la actividad enzimática de GR, algunos autores han encontrado 
aumentada la actividad en sangre de pacientes con EA (Lovell et al., 1995), mientras que otros no han 
encontrado diferencias entre grupos (Padurariu et al., 2010) o bien han encontrado disminuida su 
actividad en plasma de pacientes con EA frente a un grupo control (Casado et al., 2008). 
Por tanto, es necesario profundizar en el estudio de estos marcadores de estrés oxidativo para 
determinar la implicación que tienen en la EA. 
2.8. PROCESAMIENTO DE APP 
Los resultados de actividad enzimática BACE, tanto en corteza cerebral como en hipocampo, en machos 
y en hembras se muestran en la Figura 75, expresados como porcentajes de actividad con respecto a 










Figura 75. Efecto de quercetina y rutina sobre la actividad BACE en corteza (C) e hipocampo (H). 1. WT, 2. TgAPP control, 
3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-Newman-Keuls). 



























































A la vista de los resultados de la Figura 75, se observó un incremento en la actividad enzimática 
de un 10% con respecto a los ratones WT, en ambas áreas cerebrales en estudio y en ambos sexos, de 
forma estadísticamente significativa (p0,05). El incremento observado en la línea transgénica fue 
revertido con los tratamientos con quercetina y rutina tanto a nivel de corteza cerebral como a nivel de 
hipocampo y para ambos sexos. Se puede observar que el efecto de rutina fue ligeramente superior con 
respecto al tratamiento con quercetina en ratones macho. 
Una vez realizado el estudio de la actividad enzimática BACE, nos propusimos llevar a cabo un 
estudio de expresión génica tanto de APP como de sus principales enzimas de procesamiento: BACE y 
ADAM10. En la Figura 76 se presentan los resultados obtenidos para los tratamientos en ratones 













Figura  76. Efecto de quercetina y rutina sobre la expresión de APP (C1, H1), BACE (C2, H2) y ADAM10 (C3, H3). Corteza 
(C) e Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-
Newman-Keuls). 
En ambos sexos se observó un incremento significativo de la expresión de APP en más del 85%, 
con respecto a los ratones WT, evidenciando la sobreexpresión del gen, tanto a nivel de corteza cerebral 
como a nivel de hipocampo (p0,05).  
Los tratamientos con quercetina y rutina fueron capaces de disminuir dicha expresión, en más 
del 45% (p0,05) para ratones hembra y macho, en ambas áreas cerebrales en estudio. Estos resultados 
están en consonancia con los obtenidos por Augustin y col (2009) quienes testaron un extracto 
estandarizado de Ginkgo biloba (EGb761), rico en flavonoles como la quercetina. Estos autores 
estudiaron el efecto de EGb761 sobre los niveles de APP en ratones hembras TgAPP de 4 meses de 
edad, observando una disminución significativa de los niveles de APP de aproximadamente 50% con 
respecto a los ratones WT de la misma edad en corteza cerebral. Los autores relacionan el efecto 
neuroprotector que ejerce el extracto EGb761 con el descenso en los niveles de APP para este modelo 
experimental (Augustin et al., 2009). 
Tras conocer el efecto de los tratamientos en la actividad enzimática BACE, nos interesó evaluar 
su expresión, ya que es la primera enzima que interviene en la ruta de procesamiento amiloidogénico de 
APP. No se encontraron diferencias significativas entre los ratones TgAPP con respecto a los ratones 
WT y tampoco se observaron cambios destacables con los tratamientos de quercetina y rutina (Fig 76). 
Por tanto, el aumento en la actividad enzimática BACE no se asocia a un aumento en la expresión. 































































































































































































































































































































Nos centramos en la expresión génica de ADAM10, porque es la isoforma constitutiva 
fisiológicamente más importante de -secretasa. A pesar de que los cambios no fueron estadísticamente 
significativos, se observó una ligera disminución de la expresión de ADAM10 en los ratones TgAPP con 
respecto a los WT. Principalmente el tratamiento con rutina, mostró una tendencia a incrementar la 
expresión génica de ADAM10 en ambas áreas cerebrales en estudio. 
El flavonol miricetina, además de las propiedades antioxidantes, posee un importante efecto 
neuroprotector frente a la neurotoxicidad inducida por el A1-42 en cultivo primario de neuronas corticales 
de rata. La exposición de las células corticales al A1-42 generó apoptosis, fragmentación nuclear y 
activación de caspasa 3, efectos que fueron revertidos con los tratamientos con miricetina de forma 
concentración-dependiente. También, observaron una disminución de los niveles de A1-42 y A1-40. 
Estos hallazgos se correlacionaron con la activación de ADAM10 y la inhibición de BACE, evidenciando 
las múltiples funciones que podría ejercer miricetina en el progreso de la EA por inhibición de la ruta 
amiloidogénica de APP (Shimmyo et al., 2008c). Se destacan estos estudios, ya que miricetina es un 
flavonol que posee similitud estructural con quercetina y rutina. 
Por otro lado, se ha descrito que el polifenol del té verde (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), 
disminuyó los niveles de A a nivel cerebral, como resultado de la mitigación de la amiloidosis cerebral 
en un modelo animal de EA. EGCG aparentemente moduló el procesamiento de APP a través de la vía 
no amiloidogénica, interrumpiendo la síntesis del péptido A por activación de la lisis de APP por la 
enzima -secretasa. Sin embargo, no observaron alteraciones significativas en la actividad BACE y -
secretasa (Obregon et al., 2006). 
 
2.10. EXPRESIÓN DE CASPASAS 3 Y 6 
El efecto de los tratamientos con quercetina y rutina sobre la expresión génica de las caspasas 3 y 6 en los 



















Figura 77. Efecto de quercetina y rutina sobre la expresión de Caspasa 3 (C1, H1) y Caspasa 6 (C2, H2). Corteza (C) e 
Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-
Newman-Keuls). 
























































































































































































































Los ratones TgAPP mostraron un incremento significativo de la expresión génica de caspasa 3 en 
más del 30%, comparado con los ratones WT (p0,05), mientras que en el caso de caspasa 6 no se 
apreciaron modificaciones en su expresión.  
Los tratamientos con quercetina y rutina fueron capaces de disminuir los niveles de ARNm de 
caspasa 3 en hipocampo de forma estadísticamente significativa (p0,05), con porcentajes de inhibición de 
17 y 27% para los ratones hembra y macho respectivamente. A nivel de corteza cerebral solo se observaron 
diferencias significativas en el tratamiento con rutina en machos, con un porcentaje de inhibición de 32% (p 
 0,05). Mientras que en el caso de la caspasa 6, los tratamientos con quercetina y rutina no ejercieron 
ningún efecto estadísticamente significativo.  
Nuestros resultados respecto a los niveles de caspasa 3 como consecuencia de la transgénesis, 
están en concordancia con los obtenidos por otros autores, quienes reportaron un incremento en la 
actividad de caspasa 3 a nivel de las espinas dendríticas en el hipocampo de ratones TgAPP (D'Amelio 
et al., 2010).  
Entre los factores etiológicos de la EA precoz, se han identificado diversas mutaciones que afectan 
principalmente a cuatro proteínas: APP, PS-1, PS-2 y apolipoproteína E. La secuenciación de las mismas 
reveló que tres de ellas contienen sitios de corte para la enzima proteolítica caspasa 3, siendo APP la que 
juega un papel preponderante en la vía amiloidogénica. APP contiene en su secuencia aminoacídica tres 
sitios de corte distintos para caspasa 3, dos de los cuales se ubican a nivel del dominio extracelular y uno 
en la porción intracelular C-terminal de la cola de APP (Gervais et al., 1999).  
Varios estudios han mostrado que la hidrólisis de APP por caspasa 3 altera el procesamiento 
proteolítico de APP, en favor de la ruta amiloidogénica. Esto podría ocurrir por disociación de dominios de 
interacción clave para proteínas a nivel de la secuencia C-terminal de la cola de APP (Borg et al., 1998) o 
por producción de un segundo péptido no relacionado con la porción C-terminal, el fragmento C-31, un 
inductor potente de apoptosis (Dumanchin-Njock et al., 2001). Estos hallazgos sugieren que caspasa 3 
podría mediar la amplificación de la liberación de fragmentos tóxicos a partir de APP promoviendo la ruta 
amiloidogénica. En la Figura 78, se presenta la hipótesis de la toxicidad generada por caspasa 3.  
 
 
Figura 78. Hipótesis de la toxicidad generada por caspasa 3 
 
De acuerdo a esta hipótesis originalmente propuesta Wellington y Hayden (Wellington and Hayden, 
1997), bien por causas genéticas o esporádicas, se podría alterar la función mitocondrial (i) provocando la 
liberación de citocromo c al citoplasma y la formación del apoptosoma, (ii) provocando la activación de 
caspasa 3 (Galluzzi et al., 2009; Naoi et al., 2009; Higgins et al., 2010),  (iii) La caspasa 3 activada podría 
hidrolizar sustratos incluyendo APP (Gervais et al., 1999), y las presenilinas (Kim et al., 1997; Loetscher et 
al., 1997), (iv) La acumulación de fragmentos tóxicos generados por caspasa 3 provocarían alteración de 
la función mitocondrial y activación de otras caspasas (v) lo que desembocaría finalmente en la muerte 




neuronal; (vi) alternativamente, podría desactivar funciones antiapoptóticas como la actividad de 
presenilina, contribuyendo a la amplificación de la muerte neuronal, mediante la eliminación de mecanismos 
inhibitorios (Walter et al., 1998; Walter et al., 1999). 
La caspasa 3 activada por la calcineurina, defosforila la subunidad GluR1 de receptores tipo 
AMPA a nivel postsináptico. Estas modificaciones moleculares alteran la transmisión sináptica 
glutamatérgica y la plasticidad neuronal, lo cual se correlaciona con la degeneración y el deterioro 
cognitivo a nivel de las espinas dendríticas en el hipocampo. La inhibición específica de caspasa 3 por 
el inhibidor z-DEVD-fmk previene el proceso neurodegenerativo en los ratones TgAPP, sugiriendo que 
la caspasa 3 contribuye a la disfunción cognitiva en este modelo animal y posiblemente en la EA. Por 
tanto, la búsqueda de inhibidores de caspasa 3 podría constituir una potencial diana farmacoterapéutica, 
especialmente durante las etapas iniciales de la enfermedad (D'Amelio et al., 2010). 
2.10. MARCADORES DE INFLAMACIÓN 
En los pacientes que presentan EA se ha observado un incremento marcado de los mediadores 
neuroinflamatorios, principalmente alrededor de las placas seniles (Niu et al.; Morihara et al., 2005; 
Albrecht et al., 2009). En este sentido, decidimos cuantificar los niveles de IL-1, IFN- y TNF- en el 
modelo animal en estudio y el efecto de quercetina y rutina sobre los mismos.  
Los resultados obtenidos en la expresión génica de IL-1, TNF- e IFN- se muestran en la 












Figura 79. Efecto de quercetina y rutina sobre la expresión de IL-1 (C1, H1), TNF- (C2, H2) y IFN- (C3, H3). Corteza (C) 
e Hipocampo (H) 1. WT, 2. TgAPP control, 3. TgAPP + Q4, 4. TgAPP + R4. *p  0,05 frente a TgAPP control. (Test Student-
Newman-Keuls). 
En el modelo animal en estudio, se evidenció un incremento significativo en la expresión génica 
de IL-1 en más del 20% a nivel de corteza e hipocampo y en ambos sexos, con respecto a los ratones 
WT (p  0,05). En el caso del IFN-, se obtuvo un incremento significativo del 46% en su expresión en 
corteza cerebral de ratones macho (p < 0,05). 
El tratamiento con quercetina y rutina, tanto en hembras como en machos, fue capaz de disminuir 
la expresión de IL-1, a nivel de corteza cerebral e hipocampo en más del 13% con respecto a los ratones 
TgAPP control (p < 0,05), obteniéndose valores similares a los de los ratones WT. Además, en el caso 
de los machos, se produce un descenso significativo en hipocampo de TNF- para el tratamiento con 
quercetina y de IFN- en corteza cerebral para el tratamiento con rutina (p < 0,05). 



























































































































































































































































































































La asociación de la neuroinflamación con la EA está avalada por estudios neuropatológícos y 
epidemiológicos. Sin embargo, sigue siendo una incógnita si la inflamación es causa o consecuencia del 
proceso neurodegenerativo. La inflamación favorece el procesamiento defectuoso de péptido A y de la 
APP, promoviendo la agregación del péptido A y a su vez modificando la reactividad al A (Hensley, 
2010). 
En principio, la actividad protectora de los flavonoides frente a la neurodegeneración se asociaba 
directamente al efecto antioxidante (Rice-Evans et al., 1996). Sin embargo, diversos estudios sugieren 
que el mecanismo de acción de los flavonoides a nivel cerebral va mucho más allá del efecto antioxidante. 
Se ha observado que éstos tienen la capacidad de proteger a neuronas vulnerables, estimular el 
funcionamiento correcto de las neuronas, e incluso favorecer la regeneración e inducir neurogénesis 
(Spencer, 2009a, 2010). Diversos estudios reportan la acción neuroprotectora de los flavonoides (a 
concentraciones fisiológicas bajas), ya que estos compuestos polifenólicos tienen la capacidad de 
interactuar con cascadas de señalización intracelular neuronal/glial, frente a la exposición con 
neurotoxinas (Levites et al., 2001). Poseen actividad quelante de iones metálicos de transición como el 
hierro (Mandel et al., 2006) e interfieren con la liberación de mediadores inflamatorios (Spencer, 2009b).  
La activación prolongada de la microglía puede conducir a la producción excesiva de diversos 
factores que contribuyen a la lesión neuronal, fundamentalmente la liberación de NO, citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1, TNF-, IFN-), ROS y glutamato. Los niveles excesivos de NO, se producen por 
activación de la expresión de la iNOS. El NO inhibe selectivamente la respiración mitocondrial a nivel de 
la citocromo c oxidasa (complejo IV), favoreciendo la interrupción de la síntesis de ATP neuronal y un 
aumento de la generación de ROS. Además, la producción excesiva de NO induce modificaciones en la 
estructura de proteínas por nitración y/o S-nitrosilación. También, se ha descrito que la iNOS, activa la 
NADPH oxidasa que media tanto la producción de radicales superóxido y la liberación de moléculas pro-
inflamatorias como el TNF-. El superóxido generado por la NADPH oxidasa, favorece la expresión de 
iNOS y la reacción del superóxido con NO forma el ONOO-, altamente neurotóxico, ya que se ha 
observado que inhibe la respiración mitocondrial, induce la activación de caspasas y la liberación de 
glutamato favoreciendo la muerte neuronal por excitotoxicidad (Spencer et al., 2012). 
En nuestro estudio, se observó que los ratones TgAPP presentaban niveles de ARNm 
aumentados de los mediadores pro-inflamatorios IL-1, TNF-, IFN-, con respecto a los ratones WT, 
evidenciando que la sobreexpresión de APPswe, podría estar induciendo cascadas de neuroinflamación 
desencadenando una serie de vías moleculares en la glía y en las neuronas, que activarían la respuesta 
inflamatoria. Quercetina y rutina fueron capaces de inhibir la expresión génica de IL-1 tanto en machos 
como en hembras y en las áreas cerebrales estudiadas. 
Se han encontrado diversas evidencias que apoyan el efecto antiinflamatorio que ejercen los 
flavonoides a nivel del SNC. Se ha descrito que podrían influir directamente inhibiendo la activación de 
factores de transcripción como NF-kB, implicado en la inducción de iNOS, el cual es un factor 
determinante en la respuesta inflamatoria y por ende disminuir la liberación de mediadores como IL-1, 
TNF-, IFN- (Chen et al., 2005b).  
En la Figura 80 se representa el posible mecanismo de acción de los flavonoides relacionando 
la activación de caspasa 3, la peroxidación lipídica y la respuesta inflamatoria.  
El aumento en la producción de citocinas como IL-1, TNF-, IFN-, la iNOS y el NO en las 
células gliales contribuyen de forma importante el proceso de la neurodegeneración. La inhibición de la 
sobre-activación de las MAPK, que regulan los eventos de transcripción de las NOS, IL-1 y el TNF- 
en células de la microglía y astrocitos evitaría la respuesta neuroinflamatoria.  
Estudios en cultivos celulares estimulados con el lipopolisacárido (LPS) muestran que la 
administración de quercetina, catequina y EGCG bloquean la respuesta inflamatoria al inhibir la iNOS y 
COX-2, así como la producción de NO, la liberación de citocinas pro-inflamatorias, y la generación de 




ROS, en astrocitos y microglía. Estos compuestos también han demostrado ser capaces de inhibir a las 
MAPK como la p38 o ERK1/2, las cuales regulan la iNOS y el TNF-, además de la activación de las 
células gliales (Kozuka et al., 2005). 
 
Figura 80. Mecanismo antioxidante y antiinflamatorio de los flavonoides en el SNC. Los mecanismos neuroprotectores de los 
flavonoides implican la capacidad de interactuar con la señalización neuronal y su potencial para inhibir los procesos de estrés 
oxidativo e inflamación en el cerebro que conducen a la degeneración neuronal. IFN: interferón gamma. IL1β: interleucina 1 
beta. TNF: factor de necrosis tumoral alfa. NFkB: factor nuclear kappa B. iNOS: óxido nítrico sintasa inducible. NO: óxido 
nítrico. O2-: ion superóxido. ONOO-: peroxinitrito. 
Curiosamente, los flavonoides tienen una estrecha homología estructural con inhibidores 
específicos de cascadas de señalización celular como el PD98059, un inhibidor de MAPK y el LY294002, 
un inhibidor de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K). Se ha reportado que PD98059, tiene la capacidad 
de bloquear de manera efectiva la expresión de iNOS y la producción de NO en células gliales activadas 
(Bhat et al., 1998). Estos hallazgos sugieren, por similitud estructural, que los flavonoides también 
podrían ejercer tal actividad antiinflamatoria. Precisamente, el compuesto LY294002 inhibidor de PI3K 
se diseñó tomando como base la estructura de quercetina. Ambos compuestos encajan en el bolsillo de 
unión a ATP de la enzima PI3K, ejerciendo de esta forma el mecanismo inhibidor (Vlahos et al., 1994). 
La capacidad de diversos flavonoides de modular la actividad de PI3K está relacionada con el número 
de sustituciones de grupos hidroxilo en el anillo B y el grado de insaturación del enlace C2-C3 en el anillo 
C. Tanto quercetina como rutina contienen en su estructura dichos grupos funcionales. Dichas 
características estructurales son necesarias para la actividad antiinflamatoria y son importantes para la 
actividad antioxidante y antiamiloidogénica. Por tanto, los flavonoides quercetina y rutina pueden ser 
considerados como buenos candidatos como fármacos multidiana para el tratamiento de la EA. En la 
Tabla 26, se presentan los principales trabajos que apoyan la capacidad antiinflamatoria de los flavonoles 
quercetina, rutina In vitro e in vivo (Spencer et al., 2012).  
En nuestro modelo TgAPP, se observaron niveles elevados de marcadores inflamatorios. Tanto 
quercetina como rutina, fueron capaces de inhibir la expresión génica de estos mediadores inflamatorios, 
además se ha observado que inhiben la activación de caspasa 3, poseen actividad antioxidante y 










Tabla 26. Efecto de los flavonoles quercetina y rutina sobre procesos neuroinflamatorios. 
Flavonoide  Efecto biológico Modelo Referencia 
Quercetina Reduce iNOS, NO, TNF-. Inhibe IKK, NF-B, AP-1 
y STAT-1. Incrementa Hemo oxigenasa-1. 
In vitro (BV-2 microglía) (Chen et al., 2005b) 
 Reduce iNOS y NO. Inhibe ERK, JNK, p38, Akt, Src, 
Janus quinasa-1, Tyk2, STAT-1 y NF-B. Inhibe la 
liberación de radicales libres y serina/treonina y 
tirosina fosfatasa. Altera la acumulación de lípidos. 
In vitro (BV-2 microglía) (Kao et al., 2010) 
 Inhibe TNF-, IL-1. Inhibe la muerte neuronal. In vitro (N9 microglía) (Bureau et al., 2008) 
 Reduce ROS. Estimula la síntesis de SOD-1 y 
TRX1. Reduce IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 y RANTES. 
Inhibe la muerte neuronal.  
In vitro (Astrocitos fetales 
de humano) 
(Sharma et al., 2007) 
 Reduce ROS y la carbonilación de proteínas. 
Restaura Cu, Zn-SOD. Activa MAPK. Reduce iNOS, 
COX-2, TNF- e IL-1. Inhibe NF-B. 
In vivo (Ratón) (Lu et al., 2010) 
Rutina Suprime la producción de TNF-. Inhibe la 
activación NF-B.  
In vivo (Ratón) (Lee et al., 2012b) 
 Inhibe el daño al hipocampo, reduce la activación de 
la microglía e IL-6/IL-1. 
In vivo (Rata) (Koda et al., 2009) 
 Reduce (COX-2), IL-8, iNOS, NF-B, previene 
cambios morfológicos a nivel de hipocampo. 
In vivo (Rata) (Javed et al., 2012) 
2.11. EFECTO DE RUTINA SOBRE LA AGREGACIÓN DEL PÉPTIDO A EN RATONES TgAPP DE 16 
MESES DE EDAD 
En nuestro modelo experimental, a las 45 semanas de edad, no se detectó signos de neurodegeneración 
(Fluoro-Jade C) ni alteraciones en la morfología nuclear de neuronas de hipocampo (DAPI). Para verificar 
el efecto antiamiloidogénico mostrado por rutina (in vitro, en el modelo celular) se evaluó la presencia de 
placas amiloides en ratones hembra de 16 meses de edad: WT, TgAPP control y TgAPP tratados con 
rutina dutante 4 semanas. 
A los 16 meses de edad, por tinción con tioflavina T, se detectó las placas amiloides 
características de este modelo animal (Figura 81). En los ratones WT no se observó ningún agregado 
(Fig 81A) mientras que en los ratones TgAPP se evidenció la presencia de agregados amiloideos 
amorfos, producto de la sobreexpresión del gen APPswe (Fig 81B). El tratamiento con rutina (Fig 81C) 
redujo en un 68% el número de placas seniles, y en un 75% el tamaño de las mismas, con respecto a 
los ratones TgAPP control, corroborando el efecto antiamiloidogénico observado in vitro y en el modelo 
celular. 
Resultados similares fueron obtenidos por Rezai-Zadeh y col. (2008), quienes observaron que la 
administración oral de EGCG del té verde durante 6 meses en ratones que sobreexpresan la mutación 
sueca de APP (Tg2576) redujo significativamente los niveles del A, lo que se tradujo en una mejora de 
la función cognitiva (Rezai-Zadeh et al., 2008).  
También, se ha demostrado que el aceite de pescado en combinación con el EGCG, fue capaz 
de reducir las placas seniles y disminuir los niveles del péptido A1-40 y A1-42, evidenciando que posee 
un efecto sinérgico cuando se administra en cotratamiento a los ratones transgénicos Tg2576 (Giunta et 
al., 2010). Polifenoles como el ácido tánico han demostrado capacidad de reducir los depósitos del 
péptido A, incluso disminuir la formación de los oligómeros de A en un modelo de ratón transgénico 
específico para la EA. Este compuesto también inhibe el procesamiento amiloidogénico de APP, por 
reducción de la actividad BACE, por tanto disminuye la formación de APP- (Mori et al., 2012). EGCG 
disminuye la expresión del ARNm de APP, por tanto los niveles de la proteína madura, reduciendo la 
amiloidosis cerebral en ratones transgénicos de EA (Rezai-Zadeh et al., 2005). La administración de 
curcumina a ratones transgénicos en un modelo de EA previene la oxidación de proteínas, la inflamación 
y reduce la formación de la forma soluble e insoluble del péptido A hasta en un 50% (Lim et al., 2001).  





     
Figura 81. Placas seniles en hipocampo de ratones de 16 meses de edad. (A) WT, (B) TgAPP control, (C) TgAPP + R  
En un estudio reciente se observó que los extractos ricos en antocianinas de arándano y mora, 
modulan el procesamiento de APP alterando significativamente los niveles de A1-40 y A1-42. Además 
se observó que mejoran la memoria espacial en modelos animales para la EA evidenciando el papel 
neuroprotector de estos compuestos (Vepsalainen et al., 2013). 
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En última instancia, se utilizó el ratón transgénico (Tg2576) que sobreexpresa APPswe humana como 
modelo de Alzheimer experimental para el estudio del potencial efecto neuroprotector in vivo de rutina y 
quercetina.  
  
1. En cuanto al modelo experimental, a las 45 semanas de edad, no se encontraron cambios 
significativos en el metabolismo cerebral entre ratones wild-type y ratones transgénicos, ni 
alteraciones a nivel de la expresión de receptores de glutamato (NMDA, AMPA y kainato). 
Tampoco se detectaron signos de neurodegeneración ni alteraciones en la morfología nuclear 
de neuronas de hipocampo. 
 
2. La sobreexpresión de APPswe a las 45 semanas de edad desencadenó en ambas áreas 
cerebrales: a) un marcado estrés oxidativo causado por una disminución generalizada de la 
actividad enzimática antioxidante, una disminución del poder reductor celular y un aumento de 
la peroxidación lipídica; b) favoreció la ruta amiloidogénica ya que se encontró aumentada la 
actividad enzimática de β-secretasa y la expresión de APPswe y ligeramente disminuida la 
expresión de ADAM10, así como un aumento en la actividad de la caspasa 3; y c) un aumento 
de marcadores inflamatorios, especialmente IL-1β, de acuerdo con la observación ampliamente 
descrita de que la inflamación favorece el procesamiento de APP por la vía amiloidogénica 
promoviendo la agregación del péptido β-amiloide. 
 
3. Los cambios anteriormente descritos en el modelo animal se produjeron tanto en machos 
como en hembras. 
 
4. Tanto en machos como en hembras, los animales tratados con rutina experimentaron un 
incremento en la actividad de catalasa y glutatión reductasa en corteza e hipocampo, hecho que 
promovería la protección neuronal frente al estrés oxidativo, así como la disminución del número 
y el tamaño de agregados amiloides de forma marcada, corroborando de esta forma el efecto 
antiamiloidogénico observado in vitro y en el modelo celular. 
 
5. Los tratamientos con ambos flavonoides, sobre todo rutina, fueron capaces, tanto en machos 
como en hembras, de: a) inhibir la actividad enzimática de β-secretasa, disminuir la expresión de 
APPswe e incrementar la expresión de ADAM10, en corteza e hipocampo; b) normalizar la 
























   CONCLUSIONES FINALES 
145 
 
En los ensayos de actividad antiamiloidogénica in vitro con los seis flavonoides estudiados: 
 
1. Rutina fue capaz de inhibir la actividad enzimática β-secretasa de forma concentración-
dependiente, lo que supondría una inhibición en la formación del β-amiloide. El grupo catecol en 
el anillo B podría promover la unión del compuesto al centro activo del enzima y la rutinosa, en 
la posición 3, estabilizar dicha unión. 
 
2. Quercetina mostró una ligera capacidad inhibidora del complejo pentamérico -secretasa. El 
grupo hidroxilo en la posición 3 probablemente contribuya al efecto inhibidor del complejo 
enzimático puesto que la glicosilación en esta posición anula completamente el efecto. 
 
3. Tanto quercetina como rutina presentaron una relevante capacidad inhibidora de la agregación 
in vitro de la amiloidogénesis, así como un importante efecto desagregante de las fibrillas 
previamente formadas. El grupo catecol en el anillo B de ambos flavonoles podría interrumpir la 
formación de los puentes de hidrógeno que configuran la estructura estable de las láminas β 
plegadas del agregado. 
 
4. La inhibición de BACE y del complejo pentamérico -secretasa así como la importante 
capacidad inhibidora de la agregación in vitro y el efecto desagregante de las fibrillas previamente 
formadas, hace de quercetina y rutina buenos candidatos para profundizar en su estudio de 
actividad en modelos celulares y animales. 
 
En la línea celular de neuroblastoma humano transfectada con el gen APPswe, utilizada como modelo 
de Alzheimer experimental, se observó que:  
 
5. Tanto quercetina como rutina fueron capaces de incrementar los niveles de glutatión reducido 
y por tanto el poder reductor celular, así como de disminuir los niveles de peroxidación lipídica.  
 
6. El tratamiento de las células con ambos flavonoides favoreció en mayor o menor grado la 
actividad enzimática, la síntesis de proteína y la expresión génica de las principales enzimas 
antioxidantes superóxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa. Rutina 
produjo especialmente un incremento de catalasa y de glutatión reductasa, lo que podría explicar 
el aumento considerable de los niveles de glutatión reducido.  
 
7. Tanto quercetina como rutina provocaron un incremento significativo en la actividad del 
proteasoma 20S y 26S en la línea celular en estudio, evento que promovería la resistencia celular 
al estrés oxidativo aumentando la supervivencia celular. Además, ambos flavonoides 
aumentaron los niveles y la expresión génica de PARP, proteína responsable de la reparación 
del ADN y de la activación del sistema proteasomal. 
 
8. Rutina y quercetina provocaron una disminución de los niveles y expresión de APP, siendo 
rutina el flavonoide más activo. Además, el tratamiento de las células con rutina indujo un 
aumento de los niveles y expresión de ADAM-10, lo que podría favorecer la vía no amiloidogénica 
de procesamiento de APP. 
 
9. Rutina fue capaz de inhibir la actividad enzimática y la expresión de caspasa 3 y caspasa 6. 
La inhibición farmacológica de estas proteasas puede ser de gran interés ya que APP puede ser 
sustrato de caspasas cuya hidrólisis enzimática puede liberar fragmentos neurotóxicos que 
favorecen la neurodegeneración. 
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10. Por tanto, en los ensayos en células se corroboró el buen perfil antioxidante de quercetina y 
rutina, así como la actividad antiamiloidógenica mostrada por ambos flavonoides en las técnicas 
in vitro.  
 
En última instancia, se utilizó el ratón transgénico (Tg2576) que sobreexpresa APPswe humana como 
modelo de Alzheimer experimental para el estudio del potencial efecto neuroprotector in vivo de rutina y 
quercetina.  
 
11. En cuanto al modelo experimental, a las 45 semanas de edad, no se encontraron cambios 
significativos en el metabolismo cerebral entre ratones wild-type y ratones transgénicos, ni 
alteraciones a nivel de la expresión de receptores de glutamato (NMDA, AMPA y kainato). 
Tampoco se detectaron signos de neurodegeneración ni alteraciones en la morfología nuclear 
de neuronas de hipocampo. 
 
12. La sobreexpresión de APPswe a las 45 semanas de edad desencadenó en ambas áreas 
cerebrales: a) un marcado estrés oxidativo causado por una disminución generalizada de la 
actividad enzimática antioxidante, una disminución del poder reductor celular y un aumento de 
la peroxidación lipídica; b) favoreció la ruta amiloidogénica ya que se encontró aumentada la 
actividad enzimática de β-secretasa y la expresión de APPswe y ligeramente disminuida la 
expresión de ADAM10, así como un aumento en la actividad de la caspasa 3; y c) un aumento 
de marcadores inflamatorios, especialmente IL-1β, de acuerdo con la observación ampliamente 
descrita de que la inflamación favorece el procesamiento de APP por la vía amiloidogénica 
promoviendo la agregación del péptido β-amiloide. 
 
13. Los cambios anteriormente descritos en el modelo animal se produjeron tanto en machos 
como en hembras. 
 
14. Tanto en machos como en hembras, los animales tratados con rutina experimentaron un 
incremento en la actividad de catalasa y glutatión reductasa en corteza e hipocampo, hecho que 
promovería la protección neuronal frente al estrés oxidativo, así como la disminución del número 
y el tamaño de agregados amiloides de forma marcada, corroborando de esta forma el efecto 
antiamiloidogénico observado in vitro y en el modelo celular. 
 
15. Los tratamientos con ambos flavonoides, sobre todo rutina, fueron capaces, tanto en machos 
como en hembras, de: a) inhibir la actividad enzimática de β-secretasa, disminuir la expresión de 
APPswe e incrementar la expresión de ADAM10, en corteza e hipocampo; b) normalizar la 
expresión de IL-1β en ambas áreas cerebrales; y c) disminuir la actividad de caspasa 3 a nivel 
de hipocampo. 
 
Conclusión final: Tanto rutina como quercetina, por sus actividades: antioxidante, antiamiloidogénica, 
antiapoptótica y antiinflamatoria podrían prevenir y/o ralentizar diversas manifestaciones observadas en 
la enfermedad de Alzheimer, ya que han mostrado propiedades beneficiosas a nivel de múltiples dianas 
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